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Einleitung 1
I. Einleitung 
 
I. 1. Lungenkrebs 
 
Die meisten Tumoren der Lunge entwickeln sich histogenetisch aus Teilen des Bronchi-
alsystems. Daher wird für den Lungenkrebs im Sinne von bösartigen epithelialen Neu-
bildungen synonym auch der Begriff des Bronchialkarzinoms verwendet. Aus anderen 
Gewebeteilen entstehen maligne Tumoren wie z.B. Mesotheliome, Lymphome oder 
Sarkome. 
Im folgenden soll die Krankheit zum besseren Verständnis der erhobenen Patientenda-
ten charakterisiert werden (vgl. Tabelle II. 1.). 
 
 
I. 1. 1. Epidemiologie 
 
In den USA hat sich das Bronchialkarzinom bei beiden Geschlechtern zur zweit-
häufigsten Krebserkrankung entwickelt - bei Männern wird es durch das Prostata-
karzinom übertroffen, bei Frauen durch den Brustkrebs. Darüber hinaus führt es mit 70 
Todesfällen pro 100000 Einwohner (DE VITA, JR. et al., 1997) inzwischen geschlechts-
unabhängig die Liste der Krebstodesursachen an: Das Bronchialkarzinom ist für 32% 
der Krebstodesfälle bei Männern und für 25% (erwartet für 2001) der Krebstodesfälle 
bei Frauen verantwortlich (GLOBOCAN 2000; GREENLEE et al., 2001). Der Häufigkeits-
gipfel liegt bei 55-65 Jahren, das Erkrankungsrisiko für Frauen ist insgesamt um den 
Faktor 1,5 erhöht (FAUCI et al., 1998).  
In Deutschland ist der Lungenkrebs bei Männern nach dem Prostatakarzinom die zweit-
häufigste, bei Frauen nach Brust- und Darmkrebs die dritthäufigste Krebserkrankung. 
Bei den Krebstodesursachen der Männer steht das Bronchialkarzinom an erster Stelle 
(26%), bei den Frauen nach Brust- und Darmkrebs an dritter Stelle (8%) (GLOBOCAN 
2000).  
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I. 1. 2. Ätiologie und Pathogenese 
 
In 90% der Fälle bei Männern und in 79% der Fälle bei Frauen wird das Rauchen als 
Ursache für den Lungenkrebs angesehen (US DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN 
SERVICES, 1989).  
Die Zahl der Raucher weltweit wird auf eine Milliarde geschätzt, wobei jährlich insge-
samt von 1,2 Millionen Erkrankungen an Bronchialkarzinom ausgegangen wird (IN-
TERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2002).  
Das relative Risiko, an einem Bronchialkarzinom zu erkranken, ist für Raucher 13 mal, 
für Passivraucher 1,5 mal höher als für Nichtraucher (FAUCI et al., 1998). Dabei sind es 
weniger als 20% der Raucher, die Lungenkrebs bekommen (INTERNATIONAL AGENCY 
FOR RESEARCH ON CANCER, 1986). In den USA rauchen 28% der Männer und 25% der 
Frauen über 18 Jahren. 
Mehr Frauen als Männer mit Bronchialkarzinom haben niemals geraucht (FAUCI et al., 
1998). Dies spricht zusammen mit dem insgesamt erhöhten Erkrankungsrisiko (siehe 
oben) für eine höhere Empfindlichkeit des weiblichen Geschlechts für die schädigende 
Wirkung des Tabaks. Die Zusammensetzung des Tabaks wird in Kapitel I. 2. 1. darge-
stellt. 
Ferner werden u.a. Asbest, Radon, Bis(chlormethyl)ether, polyzyklische aromatische 
Kohlenwasserstoffe, Chrom, Nickel und anorganische Arsenbestandteile für die Entste-
hung des Bronchialkarzinoms verantwortlich gemacht. Einige dieser Stoffe vervielfälti-
gen durch synergistische Effekte die krebserregende Wirkung des Tabaks (DE VITA, JR. 
et al., 1997).  
Auf molekularer Ebene wurden Mutationen von Tumorsupressorgenen und Onkogenen 
gefunden, wie ein alkylierungsbedingter Basenaustausch im k-ras-Protoonkogen mit der 
Folge einer Aktivierung oder ein alkylierungsbedingter Basenaustausch im Tumor-
supressorgen p53 mit der Folge einer Inaktivierung (vgl. auch Kapitel I. 2. 3. 1.) (RO-
DENHUIS et al., 1987; BELINSKY et al., 1989, 1990; HOLLSTEIN et al., 1991; LEHMAN et 
al., 1991). 
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I. 1. 3. Klinische Manifestation 
 
Das verzögerte Auftreten von spezifischen sowie unspezifischen Symptomen ist mitver-
antwortlich für die häufig späte Diagnosestellung. Klinische Zeichen wie Husten, Atem-
not, Thoraxschmerz, aber auch Ausfälle des sympathischen Nervensystems (Horner-
Syndrom) sind durch die Ausbreitung und den Stoffwechsel des Tumors bedingt. Dazu 
gehören die lokale Größenzunahme, die Invasion und Obstruktion angrenzender Struk-
turen, die Infiltration regionaler Lymphknoten und der Übertritt ins Lymphgefäßsystem, 
das Wachstum entfernter Metastasen und die Freisetzung von Hormonen wie z.B. 
ACTH (Adrenocorticotropes Hormon) bei dem paraneoplastischen Syndrom (FAUCI et 
al., 1998). 
 
 
I. 1. 4. Histologie 
 
Nach histologischen Merkmalen werden zwei große Gruppen von Bronchialkarzinomen 
unterschieden: 
I.) Kleinzelliges Bronchialkarzinom  
 (SCLC = „small cell lung cancer“, auch „oat-cell-carcinoma“ – (oat = Hafer – 
 nach der Zellform)): 
 18% der Fälle; überwiegend zentral gelegen; schlechte Prognose, da frühzeitige  
Metastasierung und schnelles Wachstum; eventuell Produktion von Hormonen 
(paraneoplastische Endokrinopathien). 
II.) Nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom  
(NSCLC = „non small cell lung cancer“): 
73% der Fälle; mit den Untergruppen: 
- Plattenepithelkarzinom (auch „epidermoid carcinoma“): 29% der Fälle; 
 überwiegend zentral, endobronchial gelegen; raumfordernd. 
- Adenokarzinom (einschließlich Alveolarzellkarzinom): 35% der Fälle; peri-
phere Lokalisation, eventuell Mitbeteiligung der Pleura; häufigste Lungen-
krebsform bei Nichtrauchern; Sonderform: bronchioloalveoläres Adenokarzi-
nom (auch Alveolarzellkarzinom), häufig mit diffus verteilten Einzelherden.  
- Großzelliges Bronchialkarzinom: 9% der Fälle; periphere Lage. 
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Die Prozentangaben in der Literatur sind unterschiedlich (hier: FAUCI et al., 1998), da 
ein Tumor häufig mehrere histologische Anteile enthält. Die fehlenden Anteile sind 
seltene Tumoren z.B. des Bindegewebes, Karzinoide, Bronchialdrüsenkarzinome (wie 
adenoidzystische oder mukoepidermoide Tumoren) oder auch nicht spezifizierte 
Karzinome. 
 
 
I. 1. 5. Stadien, Tumorausdehnung und Beurteilung des Krankheitsausmaßes 
(Staging)  
 
Für ein Tumor-Staging beim NSCLC erfolgt eine Stadieneinteilung in die Stufen I-IV 
nach der TNM-Klassifikation, in der Größe und Ausbreitung des Primärtumors berück-
sichtigt werden (T) und in der das Ausmaß des Befalls regionaler Lymphknoten (N) und 
die Bildung von Fernmetastasen (M) beschrieben werden. 
Für den SCLC ist eine vereinfachte Einteilung in ein begrenztes („limited-stage 
disease“, in 30% der Fälle) und ein ausgedehntes Stadium („extensive-stage disease“, in 
70% der Fälle) verbreitet, bei der im wesentlichen die Ausdehnung über regionale 
Lymphknotengebiete hinaus entscheidend ist. 
Ferner werden vier Differenzierungsgrade unterschieden: G 1 (gut differenziert – gute 
Prognose) bis G 4 (undifferenziert), „differenziert“ bedeutet eine hohe Ähnlichkeit zum 
Ursprungsgewebe. Dieses sogenannte „Grading“ wird ferner von Kern- und Mitosezahl-
atypien bestimmt. 
Neben dem frühen regionalen Lymphknotenbefall bilden sich hämatogene Fernmetas-
tasen mit häufigem Auftreten in Leber, Skelett, Nebennieren und Gehirn; extrathorakale 
Metastasen finden sich (im Autopsiematerial) bei 50% der Plattenepithelkarzinome,   
80% der Adenokarzinome und Großzelligen Bronchialkarzinome sowie bei über 95% 
der Kleinzelligen Bronchialkarzinome (FAUCI et al., 1998).  
 
 
I. 1. 6. Prognose  
 
Die Prognose des Bronchialkarzinoms ist insgesamt schlecht. 86% der Patienten mit der 
Diagnose „primäres Karzinom der Lunge“ sterben innerhalb von 5 Jahren nach Diagno-
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sestellung. Zu diesem Zeitpunkt liegen in über 55% der Fälle Fernmetastasen vor. Bei 
nur 15% findet man lediglich einen lokalen Tumor, bei 25% einen Befall regionaler 
Lymphknoten mit jeweils besserer Prognose. Die 5-Jahres-Überlebensrate hat sich von 
den 1960er Jahren bis in die 1990er Jahre nur von 8% auf 14% verbessert (FAUCI et al., 
1998), wobei zu berücksichtigen ist, daß sich die Überlebensraten für die Patienten je 
nach Tumorart unterscheiden: Sie variieren, unter Einbeziehung aller Stadien, von 5% 
beim kleinzelligen Karzinom über 17% beim Adenokarzinom bis zu 83% beim Karzi-
noid, einem seltenen hormonbildenden Malignom.  
 
 
I. 1. 7. Therapie 
 
Die Therapie richtet sich nach dem Ergebnis der Staging-Untersuchungen, insbesondere  
auch nach der histologischen Klassifizierung. So spricht der SCLC, überwiegend in pal-
liativer (lebensverlängernder bzw. lebensqualitätsverbessernder) Absicht, meist besser 
auf eine Chemotherapie (eventuell Radiochemotherapie) als auf eine Strahlentherapie 
an. Letztere gilt in Verbindung mit einer Operation und eventuell einer Chemotherapie 
als besonders geeignet für den NSCLC, der häufiger als der SCLC kurativ (mit Aussicht 
auf vollständige Heilung) behandelt werden kann. In den Therapieprotokollen ist eine 
Reihe von Variationen und Kombinationen möglich, zu denen nicht zuletzt adjuvante 
(postoperative) und neoadjuvante (präoperative, bei zunächst inoperablen Tumoren in 
niedrigeren Stadien – das sogenannte „downstaging“) Therapieansätze gehören (FAUCI 
et al., 1998). 
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I. 2. 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon (NNK)  
(NNK = „nicotine-derived nitrosaminoketone“)  
 
N
N
CH3
O N
O
     NNK
N
N
CH3
Nikotin
+ NO3-
 
Abb. I. 1.: Entstehung von NNK. Tabak enthält Nikotin, das bei seiner Verarbeitung zum Teil zu NNK 
umgewandelt wird. 
 
 
I. 2. 1. Tabakrauch und NNK 
 
Tabakrauch ist ein Gemisch aus über 4000 Substanzen (ROBERTS, 1988), von denen im 
Tierversuch mindestens 40 kanzerogenes Potential im Sinne von Kanzerogenen, Tumor-
initiatoren oder Promotoren besitzen (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON 
CANCER, 1986). Letzteren gehören als quantitativ und qualitativ stärkste Kanzerogene 
die tabakspezifischen Nitrosamine an (HECHT & HOFFMANN, 1988), zu denen insbeson-
dere auch 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon (NNK) zählt (FISCHER et al., 
1990; HOFFMANN et al., 1999). Sie entstehen durch Nitrosierung von Nikotin als tertiä-
res Amin während der Tabakreifung und -lufttrocknung (vgl. Abbildung I. 1.) (BURTON 
et al., 1989). Im Tiermodell - und teilweise auch beim Menschen - nachgewiesen kanze-
rogen wirksame Inhaltsstoffe sind u.a. Benzo(a)-pyrene, Dibenz(a)-antrazen, Nikotin, 
Catechol, Nickel, Cadmium, 210Polonium und Hydrazine (DE VITA, JR. et al., 1997). 
Im tierischen Organismus zeigt NNK eine offensichtliche Tendenz, die Lunge zu schä-
digen; so entstanden unabhängig von der Art der Applikation (äußerlich, oral, intraperi-
toneal, subkutan oder intravenös) vorwiegend Adenokarzinome in den Lungen von Rat-
ten, Mäusen und Hamstern (CASTONGUAY et al., 1983; HOFFMANN & HECHT, 1985; 
HECHT & HOFFMANN, 1988; RIVENSON et al., 1988). Daneben wurden bei Ratten auch 
Nasenschleimhaut-, Pankreas- und Leber-Tumoren gefunden (HOFFMANN & HECHT, 
1985; HECHT, 1994). 
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Eine Reihe menschlicher Krebsformen läßt sich vermutlich auf die tabakspezifischen 
Nitrosamine zurückführen (HOFFMANN & HECHT, 1985; PRESTON-MARTIN, 1991; 
HECHT, 1994). Gerade NNK wird für die Genese von tabakrauch-assoziiertem Lungen-
krebs bei Rauchern mitverantwortlich gemacht, da u.a. in Raucherlungen DNA-Addukte 
gefunden wurden, die offensichtlich dem NNK-Metabolismus (siehe unten) zuzuordnen 
sind (HECHT & HOFFMANN, 1989; FOILES et al., 1991; MUSTONEN et al., 1993).  
 
 
I. 2. 2. Exposition und Passivrauchen 
 
Die in einer Zigarette vorhandene Menge an NNK kann 1-100 µg betragen (INTERNATI-
ONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 1985; TRICKER et al., 1991). Dabei ist be-
merkenswert, daß im Nebenstrom des Rauchs, der zwischen den Zügen am glimmenden 
Ende der Zigarette entsteht, häufig mehr NNK gemessen wird als im Hauptstrom, so 
daß eine potentielle Gefahr für Passivraucher naheliegt (HECHT & HOFFMANN, 1988) - 
zumal die Partikelgröße im Nebenstrom geringer ist, wodurch ein leichteres Eindringen 
in das Bronchialsystem möglich wird (HOFFMANN et al., 1983). Diese Überlegung wird 
dadurch gestützt, daß bei Nichtrauchern, die dem Nebenstromrauch ausgesetzt wurden, 
NNK-Metabolite im Urin zu finden waren (HECHT et al. (a), 1993). 
 
 
I. 2. 3. Stoffwechsel 
 
Neben dem Ausmaß der Exposition ist für die Kanzerogenität von Substanzen wie NNK 
von erheblicher Bedeutung, inwieweit der individuelle Organismus in der Lage ist, den 
Fremdstoff über verschiedene Stoffwechselwege zu aktivieren, mit der Folge einer 
DNA-Alkylierung, oder zu inaktivieren, mit anschließender Ausscheidung. 
Im folgenden sind entscheidende Stoffwechselwege von NNK aufgezeichnet (vgl. Ab-
bildung I. 2.).  
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Cytochrom P 450 
vermittelte  
Hydroxylierung 
N
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O
N
N
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N
O
OH
     NNK NNAL
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UDP- 
Glucuronyl- 
transferase 
Ausscheidung
NNAL- 
Glucuronide
DNA-Alkylierung 
reaktive 
elektrophile 
Metabolite 
 
Abb. I. 2.: Überblick über bedeutende Teile des NNK-Stoffwechsels. Die N-Oxidation ist hier nicht be-
rücksichtigt. 11β-HSD 1, CR: vgl. Kapitel I. 3.; NNAL: vgl. Kapitel I. 2. 3. 3..  
 
 
I. 2. 3. 1. α-Hydroxylierung von NNK und DNA-Schädigung 
 
Seine kanzerogene Wirkung erlangt NNK erst nach einer Cytochrom P 450-vermittelten 
α-Hydroxylierung (CRESPI et al., 1991) der α-Methylen- oder Methylcarbongruppe, die 
zur Bildung von reaktiven elektrophilen Metaboliten führt. Letztere können auf der Stu-
fe der Diazohydroxide mit Hämoglobin oder DNA in Form einer Alkylierung (Me-
thylierung oder Pyridyloxobutylierung) in Verbindung treten und so die hohe Kanzero-
genität von NNK bedingen (vgl. Abbildung I. 2.) (HOFFMANN & HECHT, 1985; HECHT, 
1994). Im k-ras-Gen (siehe unten) entsteht beispielsweise O-6-Methylguanin (O6MG) 
(BELINSKY et al., 1990).  
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Neben der genannten Cytochrom P 450-Steuerung scheinen gerade in menschlichen 
Lungenmikrosomen weitere Enzymsysteme wie Lipoxygenasen und andere Peroxidasen 
erheblich zur Aktivierung von NNK beizutragen (SMITH et al., 1995). 
Die Wirkung von NNK auf die DNA, insbesondere bezogen auf das Tumorsuppressor-
gen p53 (Inaktivierung) und das Protoonkogen k-ras (Aktivierung), die beide in Bron-
chialkarzinomen verändert gefunden wurden, wird vielfältig beschrieben: Bei Lungen-
tumoren von Ratten fanden sich k-ras Mutationen, die jedoch nicht von NNK verursacht 
wurden, p53 scheint in der Genese der Lungenkarzinome hier keine große Rolle zu spie-
len (BELINSKY et al., 1997); ein in Mäusen mutiertes p53-Gen erwies sich als empfind-
lich gegen NNK (LUBET et al., 2000); Versuche an Hamstern ergaben NNK-induzierte 
k-ras-Mutationen mit Aktivierung, jedoch keine vergleichbaren Veränderungen von p53 
(OREFFO et al., 1993); das Fehlen eines p53-Allels ändert nicht die Quantität oder Quali-
tät von NNK-induzierten Tumoren in Mäusen, das p53-Gen scheint zudem nicht in gro-
ßem Maße in die Entwicklung von Adenomen in Mäuselungen einbezogen zu sein 
(MATZINGER et al, 1995); nicht zuletzt wurden Unterschiede zwischen Ratten entdeckt, 
deren NNK-induzierte Lungentumoren keine k-ras-Mutationen zeigten, und Mäusen, 
die sehr wohl NNK-assoziierte k-ras-Mutationen im Sinne einer Aktivierung aufwiesen 
(BELINSKY et al., 1990). Auch in menschlichen Lungentumoren sind derartige Verände-
rungen zu finden, die für die Entwicklung von malignem Gewebe mitverantwortlich 
gemacht werden, allerdings bestehen diesbezüglich kaum Unterschiede zwischen Rau-
chern und Nichtrauchern, so daß ein Einfluß von NNK auf p53 und k-ras fraglich ist, 
andere kanzerogene Faktoren dürften hier eine Rolle spielen (GAO, 1997). Ingesamt 
sind also DNA-Schäden durch NNK an der Genese von Bronchialkarzinomen des Men-
schen wahrscheinlich, jedoch an anderen Regulationsgenen als k-ras oder p53. Diese 
können natürlich von anderen Noxen beeinflußt werden. 
 
 
I. 2. 3. 2. N-Oxidation 
 
Ein weiteres Stoffwechselprodukt ergibt sich aus der Pyridin-N-Oxidation: das NNK-N-
Oxid (vgl. Abbildung I. 3.). Es erwies sich als signifikant weniger kanzerogen als NNK 
und damit als Entgiftungsprodukt (HECHT, 1994). Die geringen Mengen an NNK-N-
Oxiden im Urin von Rauchern und nichtrauchenden Tabakkonsumenten (Schnupf- oder 
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Kautabak) zeigten jedoch die untergeordnete Rolle, die dieser Prozeß im menschlichen 
Organismus einnehmen dürfte (CARMELLA et al., 1997). 
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Abb. I. 3.: Die NNK-N-Oxidation als Entgiftungsweg. 
 
 
I. 2. 3. 3. Carbonylreduktion als Hauptabbauweg in Tier und Mensch 
 
Die Carbonylreduktion von NNK zu 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol 
(NNAL = „nicotine-derived nitrosaminoalcohol“) gilt als Hauptabbauweg (vgl. Abbil-
dung I. 4.), wie in vitro-Versuche an Tieren und menschlichen Geweben zeigten (ROS-
SIGNOL et al., 1989; LIU et al., 1990; MORSE et al., 1990; MURPHY et al., 1990; GUO et 
al., 1992; DEMKOWICZ-DOBRZANSKI & CASTONGUAY, 1992; JORQUERA et al., 1992; 
SCHULZE et al., 1995).  
An Labortieren konnte in vivo mittels Metaboliten-Messung in Blut (Hamster, Ratte, 
Maus, Pavian) und Urin (Husarenaffe) nach i.v.-Gabe von NNK nachgewiesen werden, 
daß die Carbonylreduktion zu NNAL der α-Hydroxylierung in ihrer Bedeutung mindes-
tens ebenbürtig ist (ADAMS et al. (a), 1985; ADAMS et al. (b), 1985; HECHT et al. (b), 
1993). Schließlich erfolgten Untersuchungen am lebenden Menschen, bei denen Meta-
bolite des NNK im Urin von Rauchern und nichtrauchenden Tabakkonsumenten (Kau- 
oder Schnupftabak) bestimmt wurden; auch dabei erwies sich die Carbonylreduktion 
mit nachfolgender Glucuronidierung (HECHT, 1996; siehe unten, vgl. Abbildung I. 5.) 
als deutlich bevorzugter Entgiftungsmechanismus für NNK (CARMELLA et al., 1993, 
1995, 1997; MURPHY et al., 1994; KRESTY et al., 1996).  
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Abb. I. 4.: Die Carbonylreduktion von NNK zu NNAL. 
 
Die Möglichkeit der Glucuronidierung von NNAL, also der Konjugation mit Glucuron-
säure durch die UDP-Glucuronyltransferase, macht die besondere Rolle der NNK-
Reduktion als entscheidenden Schritt zur Entgiftung deutlich, da glucuronidiertes 
NNAL über die Galle oder den Urin ausgeschieden werden kann (vgl. Abbildung I. 2.) 
(SCHULZE et al., 1992; HECHT et al., 1993 (a + b)). Dennoch gilt NNAL wie NNK als 
kanzerogen. 
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Abb. I. 5.: Die UDP-Glucuronyltransferase bewirkt die Bildung des NNAL-Glucuronids. 
 
 
I. 2. 3. 4. Orte des Umsatzes 
 
In vitro-Untersuchungen an isolierten Zellen und Mikrosomenpräparationen 
verschiedener tierischer Organe ergaben organspezifische Unterschiede in der Verstoff-
wechselung von NNK. So wurde NNAL als Hauptmetabolit in Leberzellen (LIU et al., 
1990) und Lebermikrosomen (MORSE et al., 1990; GUO et al., 1992; SMITH et al., 1993) 
von Ratten bzw. Mäusen gefunden. In Lungenmikrosomen von Ratten und Mäusen 
(SMITH et al., 1990; GUO et al., 1992; SMITH et al., 1992) und in kultivierten 
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Lungenzellen vom Hamster lag die Carbonylreduktion in vergleichbarer Höhe mit der 
α-Hydroxylierung und N-Oxidation. In den Zellen und Mikrosomen der Nasen-
schleimhaut von Ratten konnte NNAL als Stoffwechselprodukt nicht nachgewiesen 
werden (BRITTEBO et al., 1983; HONG et al., 1991; GUO et al., 1992; SMITH et al., 1992). 
Damit ließe sich die im Tierversuch gezeigte höhere Empfindlichkeit der 
Nasenschleimhaut auf NNK als Karzinogen erklären. 
 
 
I. 3. Carbonylgruppen reduzierende Enzyme im NNK-Stoffwechsel 
 
Um die beschriebenen Erkenntnisse zu vervollständigen, war und ist die Identifizierung 
von Enzymen erforderlich, die die Carbonylgruppe des NNK reduzieren. Erstmals 
konnte 1996 in der Mäuseleber die 11β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 1 (11 β-
HSD 1) als Reduktase für NNK identifiziert werden (MASER et al., 1996). Darüber hin-
aus wurde in menschlicher Lunge und Leber eine Reihe NNK reduzierender Enzyme 
gefunden (ATALLA et al., 1999, 2000; MASER et al., 2000), von denen offensichtlich die 
mikrosomale 11β-HSD 1 und die cytosolische Carbonylreduktase (CR) die bedeutend-
ste Rolle für die NNK-Entgiftung spielen (vgl. Abbildungen I. 2. und I. 6.) (MASER et 
al., 2000).  
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Abb. I. 6.: Die NNK-Carbonylreduktion durch 11β-HSD 1 und CR. 
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I. 3. 1. Klassifikation der Carbonylgruppen reduzierenden Enzyme 
 
Carbonylgruppen reduzierende Enzyme werden in zwei große Proteinsuperfamilien ein-
geteilt: die Aldo-Keto-Reduktasen (AKR) und die kurzkettigen Dehydrogena-
sen/Reduktasen (SDR = short-chain dehydrogenases/reductases). Zu den AKR gehören 
u.a. die Aldehydreduktase, die Aldosereduktase und die Dihydrodioldehydrogenase. 
Sowohl die 11β-HSD 1 als auch die cytosolische Carbonylreduktase gehören der Super-
familie der kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen an. Im internationalen Enzym-
Nomenklatursystem (EC) ist die mikrosomale 11β-HSD 1 als EC 1. 1. 1. 146, die cyto-
solische Carbonylreduktase als EC 1. 1. 1. 184 bezeichnet (MASER (b), 1998). 
 
 
I. 3. 2. 11β-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen (11β-HSD) 
 
I. 3. 2. 1. Lokalisation, Stabilität und Unterformen 
 
11β-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen kommen sowohl im tierischen als auch im 
menschlichen Organismus in diversen Organen als intrazellulär gelegene, membran-
ständige Enzyme vor, die beispielsweise in der Leber in das Lumen des endoplasmati-
schen Retikulums ragen (OZOLS, 1995) und somit nach dem experimentellen Zel-
laufschluß in der sogenannten Mikrosomenfraktion vorliegen. 
In ihrer dreidimensionalen Struktur sind sie instabil, so daß die Isolierung in der aktiven 
Form bisher nur teilweise gelungen ist (siehe unten), zudem stellt sich die Reinigung der 
lungenständigen Isoform bisher als problematisch dar (MASER (a), 1998). Die Reini-
gung der aktiven 11β-HSD 1 aus menschlicher Leber konnte dagegen inzwischen 
durchgeführt werden (MASER et al., 2002).  
Man unterscheidet heute nach genetischen Gesichtspunkten, Lokalisation, Kinetik und 
Funktion zwei Isoformen der 11β-HSD: 11β-HSD 1 und 2, eine dritte Form wird ver-
mutet. 
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I. 3. 2. 2. Überblick über die Funktionen 
 
Die Funktion der 11β-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen ist im wesentlichen die Um-
wandlung von 11-Hydroxy- zu 11-Ketoglukokortikoiden und umgekehrt: Im menschli-
chen Organismus wird Cortisol zu Cortison (vgl. Abbildung I. 7.), im tierischen Corti-
costeron zu 11-Dehydrocorticosteron umgesetzt und umgekehrt (MONDER & SHACKLE-
TON, 1984; MASER (b), 1998). Darüber hinaus werden auch Nicht-Steroide verstoff-
wechselt (MASER & BANNENBERG (a), 1994). So spielen die 11β-HSD zum einen eine 
Rolle im physiologischen Steroidmetabolismus des menschlichen Körpers und dienen 
zum anderen, im Falle der Isoform 1, der Transformation von Fremdstoffen (Xenobioti-
ca). 
D O
H2OH O
OH
O
OH
H2OH O
HO
Cortisol
 
Abb. I. 7.: Katalyse der Oxidoreduktion von
 
 
I. 3. 2. 3. Bedeutung im körpere
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I. 3. 2. 4. 11β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 1 
 
Das menschliche Gen für die 11β-HSD 1 ist auf dem Chromosom 1 lokalisiert, besteht 
aus sechs Exons und hat eine Größe von 9 kb (MASER (b), 1998). Die enzymatische Ak-
tivität zeichnet sich durch niedrige Substrat-Affinität und Km-Werte im µmol-Bereich 
aus. Die Funktion als Dehydrogenase und Reduktase ist NADP+- bzw. NADPH- abhän-
gig, wie sich in Homogenaten oder gereinigten Mäuseleber-Enzymen gezeigt hat (MA-
SER & BANNENBERG (a), 1994; MASER & BANNENBERG (b), 1994). Die Möglichkeiten 
des Umsatzes von Nicht-Steroiden werden in Kapitel I. 3. 3. 6. dargestellt . 
Eine hohe Enzymexpression liegt insbesondere in der Leber vor (WHORWOOD et al., 
1992), aber auch in den Gonaden, der Hypophyse, dem Kleinhirn und der Lunge.  
In vitro zeigte gereinigte 11β-HSD 1 aus der Mäuseleber sowohl reduzierende als auch 
oxidierende Eigenschaften (MASER & BANNENBERG (a), 1994). Allerdings war unter 
physiologischen Bedingungen hauptsächlich die Reduktion nachzuweisen – z.B. die 
Bildung von Cortison zu Cortisol (JAMIESON et al., 1995; VOICE et al., 1996). Dadurch 
wird eine Erhöhung der intrazellulären Cortisol-Konzentration und somit eine organ-
spezifische Steigerung der Wirkung von Glukokortikoiden erreicht. Den Nutzen dieser 
Funktion nimmt man beispielsweise für Zellen an, die trotz tageszeitlicher Schwankun-
gen der Plasma-Cortisol-Werte einen konstanten bzw. erhöhten Bedarf an Cortisol ha-
ben (SECKL & CHAPMAN, 1997). Damit erklärt sich auch eine entscheidende pharmako-
kinetische Eigenschaft: Bei oraler Gabe von Cortison oder Prednison ist eine Umwand-
lung in Cortisol bzw. Prednisolon erforderlich, um eine systemische Wirkung zu errei-
chen (FREY et al., 1994). 
Die in vitro - in vivo - Unterschiede lassen eine erhebliche Bedeutung von Einflüssen 
auf das Enzym auf zellphysiologischer und genetischer Ebene vermuten. 
Diese und weitere Eigenschaften sind in Tabelle I. 1. zusammengefaßt. 
 
 
I. 3. 2. 5. 11β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 2 
 
Bei einer Größe von 6,2 kb sind im menschlichen Gen für die 11β-HSD 2 auf dem 
Chromosom 16 fünf Exons enthalten (MASER (b), 1998). Die Enzymkinetik zeichnet 
sich durch eine hohe Substrat-Affinität und Km-Werte im nmol-Bereich aus. Auf 
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physiologische Glukokortikoide wirkt die 11β-HSD 2 allein als NAD-abhängige 
Dehydrogenase (STEWART et al., 1994), eine Reduktase-Aktivität wurde bisher nur für 
die synthetischen Glukokortikoide 11-Dehydrodexamethason und 9α-Fluorcortison 
ermittelt (DIEDERICH et al., 1997; LI et al., 1997). Die Reinigung des Enzyms in 
funktionsfähiger Form ist bisher nicht gelungen, so daß auch eine eventuelle 
Carbonylreduktion von Nicht-Steroiden nur erschwert beurteilbar ist (MASER (b), 1998). 
Die Expression der 11β-HSD 2 findet sich in Zellen, die durch Mineralokortikoide regu-
liert werden (Niere, Colon, Speicheldrüsen) und in der Plazenta (WHORWOOD et al., 
1995).  
Endogene Glukokortikoide werden durch diese Steroiddehydrogenase in ihre Keto-
Form oxidiert, d.h. inaktiviert (ALBISTON et al., 1994; STEWART et al., 1994). So wird 
eine Aldosteron-Selektivität - Aldosteron selbst wird von der 11β-HSD 2 nicht umge-
setzt - der Mineralokortikoidrezeptoren gewährleistet (EDWARDS et al., 1988; FUNDER et 
al., 1988), an die sonst auch die aktiven Hydroxy-Formen der Glukokortikoide mit glei-
cher Affinität wie Aldosteron binden können (ARRIZA et al., 1987). Daraus lassen sich 
die pathophysiologischen Folgen einer verminderten Aktivität der 11β-HSD 2 aufgrund 
eines Mangels oder einer Hemmung ableiten. Wird Cortisol nicht umgesetzt, verursacht 
es wie ein Mineralokortikoid durch eine erhöhte Natrium-Retention in der Niere einen 
Bluthochdruck und führt zu einem gesteigertem Cortisol/Cortison-Quotienten im Urin, 
sowie zu supprimiertem Renin und Hypokaliämie. Dies ist beispielsweise der Fall beim 
„Apparent-Mineralocorticoid-Excess (AME)-Syndrom“, bei dem eine autosomal-
rezessiv vererbte Veränderung des 11β-HSD 2-Gens die Funktion des Enzyms ein-
schränkt und einen Hypertonus durch scheinbar vorhandenen Mineralokortikoid-
Überschuß bedingt (STEWART et al., 1996). Ein weiteres Beispiel ist der übermäßige 
Genuß von Lakritz: Ein täglicher Verzehr von 200 g entspricht einer Aufname von 500 - 
600 mg der in Lakritz enthaltenen Glycyrrhetinsäure, die in dieser Konzentration die 
11β-HSD 2 mit der Folge AME-typischer Symptome hemmt (STEWART et al., 1987; 
WHORWOOD et al., 1993; DIEDERICH et al., 1999). 
In der Plazenta hat die 11β-HSD 2 die Aufgabe, den Feten vor schwangerschafts-
bedingt erhöhten mütterlichen Glukokortikoidkonzentrationen zu schützen (BENEDIKTS-
SON et al., 1997).  
Weitere Eigenschaften sind der Tabelle I. 1. zu entnehmen. 
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Tab. I. 1.: Merkmale der Isoenzyme der humanen 11β-HSD (DIEDERICH et al., 1999). 
 11β-HSD 1 11β-HSD 2 
Enzymkinetik -  in vitro bidirektional, in   
   vivo vor allem Reduktase 
-  niedrige Substrataffinität 
   (Km im µmol-Bereich) 
-  NADP/H-Präferenz         
-  für endogene Steroide nur
   Dehydrogenase-Aktivität 
-  hohe Substrataffinität  
   (Km im nmol-Bereich) 
-  NAD-Präferenz 
Hohe Expression in -  Leber, Lunge, Gonaden, 
   Hypophyse, Kleinhirn 
-  Niere, Colon, Speichel- 
   drüsen, Plazenta 
Molekularbiologie -  Chromosom 1 
-  Gen: 9 kb Länge, 
   6 Exons  
-  Enzym: 292 Aminosäuren
   34 kDa Gewicht 
-  14% Homologie mit 
   11β-HSD 2 
-  Chromosom 16 
-  Gen: 6,2 kb Länge, 
   5 Exons 
-  Enzym: 405 Aminosäuren
   40 kDa Gewicht 
 
Funktion in vivo -  Erhöhung der intrazel-  
   lulären Cortisol-Konzen- 
   tration, organspezifische  
   Verstärkung der Gluko- 
   Kortikoid-Wirkung 
-  Spezifität des Mineralo- 
   corticoid-Rezeptors für 
   Aldosteron gegenüber 
   Cortisol 
 
 
I. 3. 2. 6. 11β-HSD 1, Xenobiotika und NNK 
 
Der Umsatz von körperfremden, nicht-steroidalen Substanzen durch die 11β-HSD 1 soll 
anhand der folgenden Beispiele erläutert werden. 
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I. 3. 2. 6. 1. Umsatz von Metyrapon 
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Abb. I. 8.: Metyrapon als Substrat der 11β-HSD 1. 
 
Metyrapon (2-Methyl-1,2-di-3-pyridyl-1-propanon) ist ein Cytochrom P 450-abhäng-
iger Inhibitor des 11β-hydroxylierenden Systems für Glucocorticoide und Mineralocor-
ticoide in der Nebennierenrinde der Säuger (Abb. I. 8.). Klinisch-therapeutisch wurde es 
als Diuretikum bei schweren Ödemen, zur Behandlung des Cushing-Syndroms und dia-
gnostisch zur Beurteilung der ACTH-Sekretion des Hypophysenvorderlappens einge-
setzt (MASER & NETTER, 1991). Hinzukommend gelten metyrapon-analoge Substanzen 
als wirkungsvolle Insektizide (BELAI et al., 1995; REKKA et al., 1996). 
Neben der Wechselwirkung mit Cytochrom P 450 unterliegt Metyrapon als Keton ins-
besondere der Reduktion zu Metyrapol. Neben der cytosolischen Carbonylreduktase 
konnte erst in den 1990er Jahren die mikrosomale 11β-HSD 1 gereinigt und als Reduk-
tase von Metyrapon ermittelt werden (MASER & NETTER, 1989; MASER & BANNEN-
BERG (b), 1994; OPPERMANN et al., 1995). Damit wurde erstmalig der Umsatz von 
Nicht-Steroiden mit einer Carbonylgruppe durch die 11β-HSD 1 der Leber nachgewie-
sen. Glukokortikoide und carbonylgruppenhaltige Xenobiotika binden an das gleiche 
katalytische Zentrum (MASER & BANNENBERG (b), 1994). Die Fremdstoffe werden we-
niger lipophil, löslicher, leichter konjugierbar und damit besser ausscheidbar. Die 
mikrosomale 11β-HSD 1 hat aufgrund ihrer Membranständigkeit offenbar eine bedeu-
tendere Funktion im Xenobiotika-Stoffwechsel als die cytosolischen Carbonylredukta-
sen, da die meisten Carbonyl-Xenobiotika fettlöslich sind und sich in die lipidhaltigen 
Membranen einlagern (MASER (b), 1998). 
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I. 3. 2. 6. 2. Umsatz von NNK 
 
1996 wurde die 11β-HSD 1 als Reduktase für NNK identifiziert (MASER et al., 1996). 
Die Bedeutung dieses Stoffwechselweges und die Folgen einer Funktionseinschrän-
kung der 11β-HSD 1 sind dem Kapitel I. 2. zu entnehmen (siehe auch Abb. I. 2.). 
 
 
I. 3. 3. Carbonylreduktase  
 
I. 3. 3. 1. Überblick 
 
Verschiedene Formen der Carbonylreduktase (CR, EC 1. 1. 1. 184) kommen in zahlrei-
chen Organismen vor - in Säugetieren wie auch in Insekten, Pflanzen, Hefen und Bakte-
rien. Sie reduzieren die Carbonylgruppen unterschiedlichster endogener und exogener 
Substanzen. 
Auch die menschliche Carbonylreduktase liegt in mehreren Modifikationen bezüglich 
der Ladung und der Struktur des Proteins vor (WERMUTH, 1981). Zudem gibt es einen 
Polymorphismus des humanen Carbonylreduktase-Gens, der auf einen Basenaustausch 
zurückzuführen ist, dessen Auswirkung bisher jedoch nicht geklärt ist (AVRAMOPOULUS 
et al., 1992; FORREST & GONZALEZ, 2000). 
 
 
I. 3. 3. 2. Genetik und Lokalisation 
 
Das menschliche Gen für die Carbonylreduktase befindet sich auf dem Chromosom 21 
(FORREST et al., 1990). Es besteht aus 3,1 kb und enthält drei Exons. 
Die humane monomere Carbonylreduktase liegt in den meisten menschlichen Organen 
vor, jedoch in unterschiedlichen Mengen. Bei einer immunhistochemischen Untersu-
chung fanden sich beispielsweise hohe Konzentrationen im Leberparenchym, in Teilen 
des Zentralen Nervensystems, im Herzmuskel und im Gefäßendothel, niedrigere Kon-
zentrationen dagegen z.B. im Kleinhirn, im Epithel der Mundhöhle und des Ösophagus, 
in der Schilddrüse und im Pankreas (WIRTH & WERMUTH, 1992). 
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In den Zellen dieser Organe ist die Carbonylreduktase überwiegend im Cytosol lokali-
siert. Sie wurde darüber hinaus an Tieren auch in anderen Organellen, wie den Mito-
chondrien, gefunden (NAKAYAMA et al., 1988; MATSUURA et al., 1992). 
 
 
I. 3. 3. 3. Funktion und Substrate 
 
Die Carbonylreduktase ist eine Oxidoreduktase aus der Familie der kurzkettigen De-
hydrogenasen/Reduktasen (WERMUTH et al., 1988; WERMUTH, 1992), die überwiegend 
als NADPH-abhängige Reduktase aktiv ist.  
Eine große Vielfalt an Substraten wird von der Carbonylreduktase umgesetzt. Dabei 
werden chemisch reaktive Carbonylgruppen inaktiviert bzw. entgiftet. Hierbei handelt 
es sich insbesondere um aromatische Ketone und Chinone polyzyklischer aromatischer 
Kohlenwasserstoffe, die offensichtlich bevorzugt in der Leber metabolisiert werden 
(WERMUTH et al., 1986). Zudem ließ sich eine Beteiligung der Carbonylreduktase am 
körpereigenen Stoffwechsel der Prostaglandine und Steroide nachweisen (WERMUTH, 
1981; INAZU et al., 1992). 
In menschlichem Lebergewebe wurden Carbonylreduktasen isoliert, die z.B. Fremdsub-
stanzen wie Metyrapon oder die Chemotherapeutika Daunorubicin und Doxorubicin 
(Anthrazykline) verstoffwechseln (AHMED et al., 1978; AHMED et al., 1979). Zusätzlich 
weist eine Reihe verschiedener Organismen wie Ratten oder Schweine Carbonylreduk-
tasen für verschiedenste Xenobiotika und körpereigene Steroide auf (FORREST & GON-
ZALEZ, 2000). 
Im Stoffwechsel von karzinogenen Substanzen scheint die Carbonylreduktase ebenfalls 
von Bedeutung zu sein. Sie reduziert das tabakrauchassoziierte Karzinogen NNK zu 
NNAL, ähnlich der 11β-HSD 1 (ATALLA et al., 1999, 2000). 
Zudem beeinträchtigt die Carbonylreduktase die Tumorresistenz gegenüber Chemothe-
rapeutika wie Daunorubicin und Doxorubicin. Dabei wird, wie bereits angedeutet, die 
Ketogruppe dieser Anthrazykline reduziert bzw. hydroxyliert. In diesem Zustand gelten 
die Substanzen als weniger zytotoxisch und somit weniger wirksam gegen verschiedene 
Tumorzellen; es konnte festgestellt werden, daß in Krebszellen, die mit Daunorubicin 
versetzt wurden, mehr Carbonylreduktasen gebildet werden, die Resistenz also zunimmt 
(SOLDAN et al., 1996; AX et al., 2000). 
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Die Anthrazykline haben zudem als eine der Nebenwirkungen eine kardiotoxische Wir-
kung auf den Herzmuskel. Die Reduzierung ihrer Keto-Gruppen zu Hydroxy-Gruppen 
spielt eine bedeutende Rolle bei der Entstehung dieser Kardiotoxizität (BOUCEK et al., 
1987; OLSON et al., 1988; CUSACK et al., 1993). In Untersuchungen mit transgenen 
Mäusen, die zum Teil herzspezifische humane Carbonylreduktase exprimierten, konnte 
dementsprechend nachgewiesen werden, daß die Carbonylreduktase exprimierenden 
Tiere schneller und umfangreichere Herzmuskelschäden davontrugen (FORREST & 
GONZALEZ, 2000).  
 
 
I. 4. Schlußfolgerung 
 
Die beschriebenen Verhältnisse legen nahe, daß die Entwicklung eines bösartigen 
NNK-induzierten Tumors nicht allein von der NNK-Dosis abhängt. Von besonderer 
Bedeutung ist auch der individuelle und organspezifische Umfang der konkurrierenden 
Stoffwechselwege zur Aktivierung oder Inaktivierung von NNK, d.h. das Zusammen-
spiel der schädigenden Noxe NNK mit den metabolisierenden Enzymen der Cytochrom 
P 450-vermittelten α-Hydroxylierung und der entsprechenden NNK-Aktivierung einer-
seits und den Enzymen der Carbonylreduktion im jeweiligen Gewebe oder Individuum 
andererseits. Letztere umfassen die mikrosomale 11β-HSD 1 und die cytosolische Car-
bonylreduktase als bedeutende Schritte der NNK-Entgiftung. Diese Vorgänge unterlie-
gen wiederum endogenen und exogenen Einflüssen. 
So dürften individuelle Unterschiede in der Menge und Zusammensetzung der beteilig-
ten Enzyme allgemein eine bedeutende Rolle zur Bestimmung des persönlichen Risikos 
für ein tabakinduziertes Karzinom spielen (CARMELLA et al., 1995). Ferner kann von ei-
ner individuell unterschiedlichen Empfindlichkeit für tabakinduzierten Lungenkrebs 
ausgegangen werden (CASTONGUAY et al., 1983; LONDON et al., 1997). Auch Enzym-
polymorphismen sind als beeinflussende Faktoren denkbar, die in der Vergangenheit 
hauptsächlich in Bezug auf die Cytochrom P 450-vermittelte NNK-Aktivierung 
untersucht wurden, jedoch mit kontroversen Ergebnissen. Neuerdings treten 
Polymorphismen der NNK reduzierenden Enzyme in den Vordergrund. 
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I. 5. Zielsetzung der Arbeit 
 
Wie oben beschrieben, haben die mikrosomale 11β-HSD 1 und die cytosolische Carbo-
nylreduktase eine herausragende Bedeutung im NNK-Stoffwechsel, der wiederum ent-
scheidend an der Ätiologie des Bronchialkarzinoms beteiligt ist. Mit der vorliegenden 
Arbeit soll anhand von 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon (NNK) und des-
sen Entgiftungsstoffwechsel im menschlichen Körper, genauer im Lungengewebe, ge-
zeigt und diskutiert werden, inwieweit eine interindividuell unterschiedliche Empfind-
lichkeit der Menschen für den meist tabakinduzierten Lungenkrebs und damit die Mög-
lichkeit einer persönlichen Risikoeinschätzung vorliegt und welche Einflußfaktoren in 
Frage kommen.  
Um das Vorkommen und die Aktivität der beiden Enzyme in menschlicher Lunge mög-
lichst umfassend zu bestimmen, wurden in dieser Arbeit Experimente gewählt, die es 
ermöglichen, interindividuelle Unterschiede der Enzyme auf genetischer (Expression) 
und zellphysiologischer (Menge, Aktivität) Ebene und auch eventuelle Hinweise auf 
Polymorphismen darzustellen. Damit ist der Nachweis einer unterschiedlichen Prä-
disposition für das Bronchialkarzinom denkbar. Vier Formen der Enzymdiagnostik fan-
den dabei Verwendung: eine Aktivitätsmessung in der Mikrosomen- und Cytosolfrakti-
on, eine Aktivitätsmessung unter dem Einfluß spezifischer Inhibitoren, die RT-PCR und 
der ELISA. 
Material und Methoden 23
II. Material und Methoden 
 
II. 1. Aufarbeitung von frischem Lungengewebe 
 
II. 1. 1. Herkunft und Transport 
 
Nach Zustimmung der Ethikkommission des Klinikums der Philipps-Universität Mar-
burg konnten Patienten mit operablen Lungenerkrankungen, weder alters- noch ge-
schlechtsabhängig, ihr Einverständnis zur Teilnahme an dieser Studie geben. 
Die anamnestischen Daten der Patienten entstammen archivierten Akten und sind in 
Tabelle II. 1. dargestellt. Aus Datenschutzgründen wurden den Patienten Nummern zu-
geordnet.  
Unmittelbar nach der operativen Entfernung durch die chirurgische Abteilung der Uni-
versitätsklinik wurde das gesunde Lungen- und gegebenenfalls auch das Tumorgewebe 
abgeholt; das Transportmedium war eisgekühlte 0,9% NaCl-Lösung. 
 
 
II. 1. 2. Vorbereitung des Gewebes für die Präparationen 
 
Die folgende Bearbeitung auf einer auf Eis liegenden Plexiglasplatte beinhaltete das 
Aufschneiden des Gewebes, das Abtrennen der Pleura mittels Skalpell und eine mög-
lichst exakte Entfernung von Nahtmaterial, Klammern und gegebenenfalls des Tumors. 
Die Untersuchungen wurden an nicht-tumorösem Gewebe durchgeführt, das Tumorma-
terial bei –80 °C für andere Experimente gelagert. 
Instrumente und Arbeitsplatte waren zuvor in verdünnter Wasserstoffperoxidlösung ge-
reinigt worden. Dieses Vorgehen verminderte die die RT-PCR behindernde Kontamina-
tion mit RNasen. 
 
 
II. 1. 3. Präparation der Proben für die RT-PCR 
 
Für die RNA-Analyse mittels RT-PCR wurden unter Zuhilfenahme einer anatomischen 
oder chirurgischen Pinzette Gewebestückchen, annähernd 50 mg entsprechend, heraus-
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gezupft und nach kurzem Reinigen von Blut in isotonischer Kochsalzlösung in autokla-
vierte RNase-freie Eppendorf-Cups gegeben, um anschließend in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und bei –80 °C aufbewahrt zu werden. Dabei galt es, durch zügiges Ar-
beiten, wie eben auch durch die wasserstoffperoxid-gereinigten Arbeitsmaterialien die 
RNA vor RNasen zu schützen. 
 
 
II. 1. 4. Präparation für die Bestimmung der Enzymkinetiken und den ELISA 
 
Die weitere Aufbereitung bestand in der Trennung der Zellfraktionen, die sich entweder 
an den letzten Schritt direkt anschloß oder sich nach Einfrieren des Gewebes bei –80 °C 
zu einem späteren Zeitpunkt durchführen ließ. Dabei wurden nach Möglichkeit minde-
stens 2 cm3 des Gewebes mit 3-4 ml Hydroxyethylpiperazin-ethansulfonsäure (HE-
PES)-Pufferlösung pro Gramm homogenisiert.  
 
Der Puffer hatte folgende Zusammensetzung: 
• 10 mM HEPES (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim) 
• 250 mM Saccharose 
• Einstellung auf pH 7,4 
 
Zunächst wurde das Gewebestück mit einer Schere in möglichst kleine Stücke ge-
schnitten, gerade bedeckt vom Homogenisierungspuffer, um daraufhin mit dem Potter 
Elvehjem-Homogenisator mit Teflon-Pistill den nötigen Zellaufschluß zu erreichen. 
Grobe Bindegewebsanteile konnten der weiteren Fraktionstrennung mittels Abseien 
durch zweilagige Mullbinde entzogen werden. 
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Die Zellfraktionen ließen sich nach folgendem Zentrifugationsschema trennen: 
 
• Nach 10 Minuten Zentrifugation bei 750 × g und 4 °C hatten sich die Kerne 
abgesetzt. (Zentrifuge: Heraeus-Tischzentrifuge ). 
• Mit weiteren 10 Minuten bei 8500 × g und 4 °C ließen sich die Mitochon-
drien abtrennen. (Zentrifuge: Heraeus-Tischzentrifuge ). 
• Die Ultrazentrifugation des Überstandes für 75 Minuten bei 150000 × g und  
4 °C erbrachte schließlich eine Trennung der Mikrosomen vom Cytosol als 
Überstand. (Zentrifuge: Beckmann Ultrazentrifuge L7-55). 
 
Das abgesetzte Sediment, also das Mikrosomen-Pellet, wurde je nach Menge mit 500- 
1000 µl Homogenisierungspuffer resuspendiert. Die Aufbewahrung aller Fraktionen er-
folgte bei –80 °C, bis Mikrosomen und Cytosol für die Untersuchung der Enzym-
kinetik oder den ELISA verwendet wurden. 
 
 
II. 2. Ermittlung der Enzymkinetiken 
 
II. 2. 1. Allgemeines 
 
In dieser Arbeit wurde der enzymatische Umsatz von NNK zu NNAL in menschlichem 
Lungengewebe bestimmt; dazu diente die Mikrosomenfraktion (Umsatz vorwiegend 
durch 11β-HSD 1) und das Cytosol (Umsatz vorwiegend durch Carbonylreduktase). Der 
Versuchsablauf war für beide Fraktionen mit Ausnahme der im Folgenden erwähnten 
Abweichungen gleich. 
 
 
II. 2. 2. Inkubation der Zellfraktionen 
 
Um die Umsatzkapazität der 11β-HSD 1 und der Carbonylreduktase interindividuell 
vergleichen zu können, mußte ein einheitliches, dem menschlichen Organismus mög-
lichst angeglichenes Reaktionsmilieu geschaffen werden.  
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Dies geschah mit einem Inkubationsansatz von 50 µl, der sich wie folgt zusammen-
setzte: 
 
• 10 µl 10 mM  Phosphatpuffer (1,38 g Natriumdihydrogenphosphat auf 1 Liter 
Wasser; Einstellung auf pH 7,4); bei Verwendung von 30 µl Cytosol entfiel 
dieser Schritt (Gesamtvolumen: 50 µl). 
• 10 µl NNK-Lösung (NNK-Pulver, gelöst in 10 mM Phosphatpuffer; Campro 
Scientific, Emmerich). 
• 10 µl NADPH-regenerierendes System (siehe unten) 
• 20 µl Mikrosomen oder 30 µl Cytosol 
 
Die NNK-Lösung wurde in sechs Konzentrationen hergestellt, mit  Endkonzentrationen 
von 0,05 mM, 0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM und 5 mM. Bei niedriger Aktivität wurde 
gegebenenfalls nur mit Konzentrationen  größer als 0,5 mM nachinkubiert. 
 
Das regenerierende System hatte die Aufgabe, das Enzym nach Reduktion von NNK zu 
NNAL durch Bereitstellung von Reduktionsäquivalenten in Form von NADPH wieder 
reaktionsfähig zu machen; es bestand aus: 
 
• 0,8 mM NADP 
• 6 mM Glucose-6-Phosphat (Boehringer Mannheim, Mannheim) 
• 0,35 U Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (Boehringer Mannheim, Mann-
heim)  
• 3 mM MgCl2  
zusammen gelöst in 
• 10 mM Phosphatpuffer, pH 7,4 
 
Sofern es die Mikrosomen- und Cytosolmengen erlaubten, wurden für jede NNK-
Konzentration vier Ansätze hergestellt. Zum Nachweis einer eventuellen nicht-
enzymatischen NNK-Carbonylreduktion wurden Kontrollexperimente mit Leerwerten, 
d.h. Inkubationsansätzen mit Phosphatpuffer statt Zellfraktionen, durchgeführt . 
Die Inkubation erfolgte bei 37 °C und dauerte für Mikrosomen 30 Minuten, für Cytosol 
60 Minuten. Die Zeit ließ sich variieren, da der NNK-Umsatz unter den geschilderten 
Material und Methoden 30
Bedingungen deutlich länger als eine Stunde linear verläuft, wie im Rahmen anderer 
Fragestellungen in der Arbeitsgruppe um Prof. Maser mehrfach gezeigt werden konnte. 
150 µl eisgekühltes Acetonitril stoppten die enzymatische Reaktion nach Ablauf der an-
gegebenen Zeit. Es schloß sich die Abzentrifugation des Überstandes bei 20000 × g 
(Heraeus Biofuge 15R) für 5 Minuten an. 
Die Proben waren sofort oder nach kurzer Aufbewahrung bei –80 °C mit der HPLC zu 
messen. 
 
 
II. 2. 3. HPLC 
 
II. 2. 3. 1. Überblick 
 
Bei der HPLC („high performance liquid chromatography“ = Hochleistungs-Flüssig-
keits-Chromatographie) handelt es sich um eine Form der Säulenchromatographie. Die 
Komponenten dieses Systems sind eine Pumpe zum forcierten Transport der mobilen 
Phase (Fließmittel), ein Injektor zur Applikation der Probe, eine Säule zur Trennung 
von Substanzen und ein Detektor, der über einen Signalumwandler an einen Schreiber 
gekoppelt ist.  
Die stationäre Phase der Säule bedingt bei der HPLC eine besonders hohe Trennleistung 
aufgrund der geringen Partikelgröße (hier 5 µm). Diese hohe sogenannte Packungsdich-
te macht die oben erwähnte Pumpe erforderlich, die Drücke bis zu 400 bar aufbaut und 
so Flußraten von 0,1 – 10 ml/min ermöglicht. 
In der vorliegenden Arbeit wurde zur Substanztrennung die sogenannte Reverse-Phase-
Chromatographie eingesetzt, bei der eine unpolare, lipophile stationäre Phase (alkylier-
tes Kieselgel) die Stoffe mit hoher Polarität zuerst eluieren läßt. 
Das beschriebene Prinzip der HPLC als Säulenchromatographie wurde mittels folgender 
Apparaturen umgesetzt: 
 
• Autosampler: AS-100 HRCL (BIO-RAD, Californien, USA) zur Probenauf-
bewahrung während der Messung und zur Injektion unter Kühlung 
• Pumpe: Knauer, Berlin 
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• Säule: LiChro CART® 250-4 HPLC Cartridge; Füllung: LiChropher® 100 RP  
18 (5 µm) (Merck, Darmstadt) 
• UV-Detektor: L-4000 A UV Detector (Merck, Darmstadt) 
• Drucker und Integrator:  Integrator C-R6A (Shimadzu) 
 
 
II. 2. 3. 2. Meßverlauf  
 
NNAL und NNK besitzen aufgrund ihrer ähnlichen Molekülstruktur keine weit ausein-
anderliegenden Retentionszeiten: NNK eluiert bei einer Flußrate von 0,5 ml/min nach 
ca. 11 Minuten und NNAL nach ca. 6,8 Minuten (MASER, 1998). So konnte der chroma-
tographische Lauf mit einer isokratischen Elution durchgeführt werden, d.h., daß eine 
Pumpe und ein Fließmittel ausreichten; letzteres bestand aus: 
 
• 10 mM Natrium-Phosphatpuffer mit pH 7,4, in gefiltertem Wasser (Mikropo-
re-Wasserfilter) 
• 25% Acetonitril 
Abschließend erfolgte eine 15-minütige Entgasung durch Ultraschall. 
 
Die Zeiteinheit für eine Messung betrug 20 – 30 Minuten. Die UV-Detektion erfolgte 
bei dem Absorptionsmaximum von NNAL, einer Wellenlänge von 230 nm, und einer 
Empfindlichkeit von 0,01. Das Signal wurde von einem angeschlossenen Integrator als 
Peak aufgezeichnet und dessen Fläche integriert. 
 
 
II. 2. 3. 3. Eichung und Auswertung 
 
Die Auswertung der je nach Retentionszeit und Substratmengen (NNK) entstehenden 
integrierten Peak-Flächen setzte eine Eichreihe mit bekannten NNAL-Mengen voraus 
(NNAL wurde freundlicherweise zur Verfügung gestellt von D. Hoffmann, American 
Health Foundation, Valhalla, USA). Unter identischen Meßbedingungen wurden zu die-
sem Zweck Konzentrationen von 0,15 µg/µl, 0,3 µg/µl, 0,6 µg/µl, 1,2 µg/µl und 3 µg/µl 
gewählt; 3 µg entsprechen 1,44078 nmol NNAL. So konnten die Flächen der NNAL-
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Peaks in die entsprechende Menge des umgesetzten Substrats umgerechnet werden. Die 
Berechnung und die lineare Darstellung der Eichreihe erfolgte mit dem Programm 
„Graphpad, prism2“. Dieses diente ebenso der Bestimmung und der graphischen, nicht-
linearen, Abbildung der spezifischen Enzymaktivität, also der Menge des entstandenen 
Metaboliten NNAL pro Minute und mg Protein, abhängig von der eingesetzten NNK-
Menge. Dazu war außerdem die im folgenden beschriebene Proteinbestimmung von 
Mikrosomen und Cytosol erforderlich. 
 
 
II. 2. 4. Proteinbestimmung nach Bradford 
 
II. 2. 4. 1. Überblick 
 
Bei der Proteinbestimmung nach Bradford (BRADFORD, 1976) bindet der eingesetzte 
Farbstoff Coomassie Blue G-250 an Proteine und hat außerdem die Eigenschaft, in sau-
rer Lösung eine rot-braune Farbe (Absorptionsmaximum 465 nm) und in seiner anioni-
schen Form eine blaue Farbe (Absorptionsmaximum 595 nm) anzunehmen. Gibt man 
Protein zu der sauren, rotbraunen Lösung, wird der Farbstoff in seiner anionischen Form 
stabilisiert (Farbumschlag zu blau); dem liegen ionische Wechselwirkungen mit Argini-
nen, Histidinen, Lysinen und aromatischen Aminosäuren zugrunde. Ein Vorteil der Me-
thode ist, daß man mit geringen Proteinmengen auskommt. Nachteilig kann sich aus-
wirken, daß die Bindekapazität verschiedener Proteine für Coomassie Blue G-250 vari-
iert. So bedingt BSA (bovines Serumalbumin) sehr hohe Absorptionswerte. Für die in 
dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen wirkte sich dies jedoch nicht negativ aus. 
 
Reagenzien: 
• BSA-Lösung (500 mg/ml), Boehringer Mannheim 
• Bradford-Fertiglösung, mit Wasser verdünnt (1 : 4)  
 Fertiglösung: 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 (Serva Blue G) 
 werden in 50 ml 95% Ethanol und 100 ml 85% Phos-
phorsäure vollständig gelöst, um anschließend mit 
Wasser auf einen Liter aufgefüllt zu werden. 
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Meßgerät: 
• Uvikon Spectrophotometer 930 (Kontron Instruments, Mailand, Italien) 
  
 
II. 2. 4. 2. Erstellung einer Eichreihe 
 
Von der BSA-Lösung (500 mg/ml) waren 5, 10, 15, 20 und 25 µl abzunehmen und mit  
Bradford-Lösung auf 1 ml aufzufüllen, entsprechend einem Gehalt von 2,5, 5, 7,5, 10 
und 12,5 mg. Nach der Kalibrierung des Gerätes mit einem Leerwert (Wasser : Brad-
ford-Lösung = 1 : 40, d.h. 25 ml Wasser und 975 µl Bradford-Lösung) erfolgten für jede 
Konzentration mindestens drei photometrische Absorptions-Messungen bei 595 nm.  
 
 
II. 2. 4. 3. Erstellung der Probenreihe 
 
Nach einer Verdünnung der zu messenden Proben im Verhältnis 1 : 40 - 5 µl Probe in 
195 µl destilliertem Wasser - wurden hiervon jeweils 25 µl mit Bradford-Lösung auf     
1 ml aufgefüllt. Für die spätere Auswertung ergab sich durch letzteren Schritt ein weite-
rer Verdünnungsfaktor von 40.  
Wieder erfolgten mindestens drei Messungen mit dem Photometer bei 595 nm. 
Der erste Verdünnungsschritt ließ sich bei zu niedrig (<100) oder zu hoch (>1000) ge-
messenen Absorptionen mit einer entsprechenden Verdünnung modifizieren: 1 : 20 (Ab-
sorption steigt) oder 1 : 80 (Absorption sinkt).  
 
 
II. 2. 4. 4. Auswertung  
 
Das Programm „Graphpad, prism2“ kann mit den Konzentrationen der Eichreihe als    
x-Werte und den Absorptionen als y-Werte (y1 – y3) eine Eichgerade erstellen und den 
für die Proben gemessenen Absorptionswerten (y1) die entsprechende Konzentration (x) 
zuordnen, deren Maßeinheit in mg/ml anzugeben war. 
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II. 3. RT-PCR 
 
II. 3. 1. Allgemeines 
 
Die PCR („polymerase chain reaction“ = Polymerasekettenreaktion) ermöglicht es, ei-
nen kurzen, definierten Abschnitt der DNA oder RNA so zu kopieren und zu vervielfäl-
tigen, daß er weiteren Analyse-Verfahren zur Verfügung steht (vgl. Kapitel II. 3. 4. 1.). 
Im folgenden werden die einzelnen Arbeitsschritte in ihrer Reihenfolge für die RT („re-
verse transcriptase“ = Reverse Transkriptase) -PCR dargestellt. 
 
 
II. 3. 2. RNA-Isolierung 
 
Aus den in Kapitel II. 1. 3. beschriebenen tiefgefrorenen Gewebestücken wurde zu-
nächst die RNA mit dem RNeasy Mini Kit® (Quiagen, Hilden) isoliert. 
 
Materialien: 
• Mörser und Pistill 
• 70% Ethanol 
• β-Mercaptoethanol (14,5 M) (β-ME) (Merck, Darmstadt) 
• Ribonukleaseinhibitor (MBI Fermentas, Litauen) 
 
Kit-Inhalt: 
• Silicasäulen 
• Sammel-Cups 
• RLT-Puffer  (Lysepuffer) 
• RW1-Puffer (Waschpuffer) 
• RPE-Puffer (Waschpuffer), zu verdünnen mit 96-100% Ethanol (1 : 5) 
• RNase freies Wasser 
 
Zum Gewebeaufschluß wurden die tiefgefrorenen Gewebeproben in flüssigem Stick-
stoff im Mörser mit dem Pistill zu einem feinen Pulver zerrieben. Das Vorkühlen des 
Mörsers, des Pistills und der verwendeten Spatel verhinderte ein vorzeitiges Auftauen 
Material und Methoden 35
der Probe und damit eine Erhöhung der Aktivität von RNasen. Nach gewichtsabhängi-
ger Zugabe von RLT-Lösungs-Puffer ( > 40 mg Pulver: ≥ 600 ml Lysepuffer; < 40 mg 
Pulver: 350 ml Puffer), der Guanidiniumthiozyanat-Hochsalz-Lösung enthält, und Zu-
satz von β-ME (10 µl auf 1 ml Puffer) erfolgte die Homogenisierung des Gewebes mit 
Kanüle (maximal 0,9 mm Durchmesser) und Spritze durch mehrmaliges Aufziehen des 
Lysats; Guanidiniumthiozyanat wird zur Denaturierung von Proteinen verwendet, so 
daß beispielsweise RNA in Gegenwart von Ribonukleasen ohne nukleolytischen Abbau 
erhalten bleibt und somit vor RNasen geschützt ist. Nach 3 Minuten Zentrifugation bei 
20000 × g (Heraeus Biofuge 15R) wurde ein 1 : 1-Gemisch des Lysats mit 70%-iger   
Ethanollösung auf die Silicasäulen aufgetragen, welche RNA binden. Die übrigen Puf-
fer dienten dem Herunterwaschen von Proteinen und Desoxyribonukleinsäuren von der 
Säule.  
Die Waschfolge war: Zweimal 15 Sekunden Zentrifugation bei 8000 × g mit je 700 µl 
RW1-Puffer, zweimal 15 Sekunden Zentrifugation bei 8000 × g mit je 500 µl RPE-
Puffer, 2 Minuten Zentrifugation bei 20000 × g mit 500 µl RPE-Puffer; letzterer bewirkt 
in Kombination mit Ethanol die Elimination von verbliebenen Guanidiniumthiozyanat-
Salzen aus der Säule. Es schloß sich das Eluieren der RNA mit 50 µl RNase-freiem 
Wasser bei 8000 × g für 1 Minute an. 
Die RNA-Lösung wurde nach Zugabe von 10 vol % Ribonukleaseinhibitor bis zum wei-
teren Gebrauch bei –80 °C gelagert. 
(Der RNase-Inhibitor war wie folgt zusammengesetzt: 100 mM Tris-HCl (pH 7,5), 1,2 
mM EDTA, 0,1 mg/ml BSA, 100 ng/ml RNase A, 0,1 mg/ml E.coli[3H]-RNA, 50 
mg/ml Hefe-RNA, 8 mM DTT gelöst in 25 mM Tris-phosphat (pH 7,5), 50 mM NaCl, 8 
mM DTT, 0,5 mM ELUGENT Detergenz und 50% Glycerol.) 
Die Zentrifugationen erfolgten stets unter Kühlung durch die Zentrifuge. 
 
 
II. 3. 3. RNA-Mengen-Messung und Reinheitsbestimmung 
 
5 µl des RNA-Eluats wurden auf RNA-Reinheit und -Gehalt überprüft. Dazu fand ein 
Spektrophotometer (Gene Quant II, Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) in Kombi-
nation mit einer Quarzglas-Küvette (Schichtdicke 5mm) Verwendung. Die Bestimmung 
der RNA-Konzentration erfolgte bei einer Verdünnung von 1 : 10 mittels Absorptions-
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messung bei 260 nm, da RNA Licht dieser Wellenlänge am stärksten absorbiert; dabei 
entspricht eine Absorption von 1 einer Konzentration von 40 µg/ml RNA, so daß sich 
der tatsächliche RNA-Gehalt in µg/ml berechnen läßt. DNA und Proteine absorbieren 
Licht mit der Wellenlänge 280 nm stärker als solches mit 260 nm. Der Quotient aus Ab-
sorption bei 260 nm und Absorption bei 280 nm ergibt die sogenannte „ratio“ als Rein-
heitsindikator. Bei Ratio-Werten von 1,7 bis 2,1 wird von einer reinen RNA-Präparation 
ausgegangen. Zur weiteren Bearbeitung mit der RT-PCR wurden also Proben mit einem 
Reinheitsquotienten ab 1,7 verwendet. 
 
 
II. 3. 4. RT-PCR von 11β-HSD 1 und Carbonylreduktase 
 
II. 3. 4. 1. Überblick 
 
Zunächst folgt eine kurze Darstellung des prinzipiellen Ablaufs einer PCR zur Verviel-
fältigung von DNA-Fragmenten: Initial ist eine Trennung der DNA-Stränge erforder-
lich; dies wird durch Hitzedenaturierung erreicht. Anschließend lagert sich an jedem 
Strang, „Template“ (Vorlage) genannt, in 5´-3´-Richtung ein kurzer komplementärer 
Oligonukleotidkomplex von 20 – 40 Nukleotiden Länge und mit einem freien 3´-OH-
Ende an („Annealing“) - auf den jeweils anderen zulaufend. Beide dienen als „Primer“ 
(Starteinheit) der DNA-Synthesereaktion, d.h. der Polymerisierung, und begrenzen die 
gewünschten Abschnitte der Stränge. Die im PCR-Reaktionsansatz (siehe unten) vor-
handene Taq-Polymerase, ein hitzestabiles Enzym, das von dem in über 70 °C heißen 
Quellen lebenden Bakterium „Thermus aquaticus“ stammt, synthetisiert aus freien De-
soxynukleotidtriphosphaten (dTNPs) neue komplementäre Stränge (Extension, Hybridi-
sierung).  
Die Schritte Denaturierung, „Annealing“, Hybridisierung und Synthese werden 
mehrfach wiederholt und ergeben eine millionenfache Anzahl an DNA-Fragmenten. 
Dieses PCR-Produkt läßt sich mit einem ethidiumbromidgefärbten Agarosegel nach der 
Elektrophorese als Bande nachweisen. 
 
Die RT-PCR unterscheidet sich von diesem Ablauf lediglich im Anfangsstadium. Man 
setzt zunächst reverse Transkriptase (gewonnen aus Viren) ein, die die vorhandenen 
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mRNA-Stränge in einzelsträngige cDNA („complementary/coding DNA“) umschreibt, 
die dann als „Template“ fungiert. Mit Hilfe der Primer, der Taq-Polymerase und den 
dTNPs nimmt die Reaktion den geschilderten Verlauf der PCR. Es ist anzunehmen, daß 
die Menge des PCR-Produkts, das proportional zur mRNA-Matrize sein soll, die Höhe 
der Expression des zugehörigen Gens widerspiegelt. 
 
 
II. 3. 4. 2. Herstellung des Reaktionsansatzes 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde die RT-PCR mit „Ready-To-GoTM RT-PCR beads“ 
(Amersham Pharmacia Biotech) ausgeführt. 
Ein Reaktionsansatz (50 µl) setzte sich wie folgt zusammen: 
 
• bead (=Perle), Bestandteile: siehe unten 
• RNase freies Wasser (50 µl - 2 µl (Primer) - X µl RNA-Lösung), steril, ver-
setzt mit 0,1% Diethylpyrocarbonat (DEPC) zur Inaktivierung von RNasen 
• Primer (2 µl), 3´+5´- Gemisch (Aufbau siehe unten) 
• RNA-Lösung (entsprechend 1 µg RNA) 
 
Bead-Bestandteile: 
• ~2,0 Einheiten  Taq-DNA-Polymerase 
• 10 mM Tris-HCl 
• 60 mM KCl 
• 1,5 mM Mg Cl2 
• 200 µM jeder dTNP  
• „Moloney Murine Leukemia Virus“ (M-MuLV) - Reverse Transkriptase 
 (FPLCpure®) 
• RNAguard® Ribonuklease-Inhibitor (vom Schwein) und Stabilisatoren, ein- 
 schließlich RNase/DNase-freies BSA 
 
Nach Zufügen der errechneten Wassermenge (siehe oben), wurden die Primer (MWG 
Biotech GmbH, Ebersberg) hinzugegeben. Synthetisiert und lyophilisiert mußten sie 
zum Arbeiten in sterilem DEPC-Wasser in Lösung gebracht werden, so daß sich 50 
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pmol/ml ergaben. Um 10 pmol/ml für den PCR-Ansatz zu erhalten, wurden vom 3´-und 
vom 5´-Primer je 10 µl genommen und mit 30 µl Wasser vermischt. Es schloß sich die 
Zugabe der Menge RNA-Lösung an, die 1 µg RNA entsprach. 
Für jede Patientenprobe wurden drei PCR-Ansätze analysiert, jeweils auf 11β-HSD 1, 
Carbonylreduktase und β2-Mikroglobulin; da letzteres keine interindividuellen Unter-
schiede in der Expression zeigt, diente es als Interner Standard und wurde zur Kontrolle 
jeweils mit 11β-HSD 1 und Carbonylreduktase eingesetzt. 
 
 
II. 3. 4. 3. Primerauswahl für reverse Transkription und PCR 
 
Das 11β-HSD 1 kodierende Primergemisch bestand aus 5´-Primer mit der Basen-
sequenz: 5´-AAC TGA GGA AGT TGA CTT CCA-3´ und aus 3´-Primer: 5´-GAA 
TTC AGA CCA GAG ATG CTC-3´ (TANNIN, 1991).     
Das Carbonylreduktase kodierende Primergemisch bestand aus 5´-Primer mit der Ba-
sensequenz: 5´-GGA GAG TGG TGA ACG TAT CTA G-3´ und aus 3´-Primer:         
5´-CTG TTC AAC TCT CTT CTC TGA A-3´ (WERMUTH, 1988) . 
Das β2-Mikroglobulin kodierende Primergemisch bestand aus 5´-Primer mit der Basen-
sequenz: 5´-TTC ACT CAA TCC AAA TGC CGC ATC TTC-3´ und aus 3´-Primer:  
5´-GTG GAG CAT TCA GAC TTG TCT TTC AGC-3´. 
 
 
II. 3. 4. 4. Anmerkungen zur Primerauswahl  
 
Die verwendeten Primer entsprechen einer Reihe von Bedingungen, die für den erfolg-
reichen Ablauf der (RT-)PCR entscheidend sind. Im wesentlichen soll erreicht werden, 
daß die Synthese der DNA erfolgt, ohne daß dabei falsche oder zu viele Fragmente ver-
vielfältigt werden. 
 
Kriterien: 
• Der Primer muß in 3´und 5´-Richtung komplementär zum Matrizenstrang 
sein. 
• Das zu kopierende cDNA- Fragment soll von den Primern eingerahmt 
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werden. 
• Der Abschnitt, der untersucht werden soll, ist idealerweise kleiner als 1 kb. 
• Die Anzahl der Primernukleotide ist so hoch zu wählen, daß nur eine Hybri-
disierungsmöglichkeit im Genom besteht.  
• Zu lange Primer verlangsamen die Hybridisierung (meist 17-28 Nukleotide) 
• Die Primer sollten die gleiche Schmelztemperatur besitzen (zwischen 55 und  
80°C). 
• Ein ausgeglicheneres Verhältnis von G/C zu A/T ist erforderlich. 
• Möglichst keine seltenen Basenfolgen wie poly-A- oder lange G/C- 
Abschnitte. 
• Haarnadel-, d.h. Sekundärstrukturen, sowie die Möglichkeit von 
Dimerbildungen sollten vermieden werden.  
 
 
II. 3. 4. 5. Reaktionen im Thermocycler  
 
Für die RT-PCR wurde der „Omn-E Thermal Cycler“ (Hybaid, Middlesex, England)   
verwendet, der die Temperatureinstellung für Denaturierung (95 °C), Primeranlagerung 
(40 – 60 °C), Renaturierung und Synthese (72 °C) übernahm. 
Die reverse Transkription von 1 µg RNA erfolgte für 30 Minuten bei 42 °C und 5 Minu-
ten bei 95 °C.  
Die sich anschließende PCR der cDNA für 11β-HSD 1 hatte als Zeit- und Temperatur-
folge 45 Zyklen für je 45 Sekunden bei 95 °C, 45 Sekunden bei 60 °C und 1 Minute bei 
72 °C. Den Abschluß bildeten 5 Minuten bei 72 °C. 
Die Zyklusfolge für Carbonylreduktase bestand aus 40 Zyklen für je 1 Minute bei       
95 °C, 1 Minute bei 60 °C und 1 Minute bei 72 °C. Den Abschluß bildeten 10 Minuten 
bei 72 °C. 
Für β2-Mikroglobulin konnten beide Zyklen eingesetzt werden. 
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II. 3. 4. 6. Gelelektrophorese der PCR-Produkte 
 
Zur Interpretation und Quantifizierung der PCR-Produkte fand in dieser Arbeit die Aga-
rose-Gelelektrophorese Verwendung, bei der die Wanderungsgeschwindigkeit von  
Nukleinsäuren im elektrischen Feld dem Logarithmus ihrer Molekulargewichte propor-
tional ist. 
Mit einer 100 bp (Basenpaare) starken DNA-Leiter, Konzentration 0,5 mg/ml (peqlab, 
Erlangen), mit Bromphenolblau-Probenpuffer im Verhältnis 1 : 6 verdünnt, konnten die 
Banden den entsprechenden PCR-Produkten zugeordnet werden: Die 11β-HSD 1-
cDNA bestand aus 395 bp, die Carbonylreduktase-cDNA aus 409 bp, der interne Stan-
dard aus 200 bp. Zunächst erfolgte das Gießen des Gels. Dazu wurden 3 g Agarose (Bi-
ozym, Hess. Oldendorf) in 100 ml TAE-Elektrophoresepuffer gelöst, um danach für 3 
Minuten zum Kochen gebracht zu werden. 
  
Der TAE-Puffer (50 ×) bestand aus: 
• 2 M Tris Base (Tris (hydroxymethyl) aminomethan)  
• 5,7% Essigsäure 
• 50 mM EDTA 
• EDTA ist vor Mischung bei pH 8 zu lösen 
 
Nach Abkühlen auf ca. 60 °C wurden 5 µl einer 1%-igen Ethidiumbromidlösung 
(Merck, Darmstadt) hinzugefügt. Dieser interkalierende Fluoreszenzfarbstoff lagert sich 
an Nukleinsäuren an, so daß die Banden in UV-Licht sichtbar gemacht werden konnten. 
Das entstandene Gemisch wurde zum Gelieren in eine Elektrophorese-Flachbettkammer 
gegeben und mit zwei Kämmen versehen, die die Probenkammern entstehen ließen. 45 
Minuten später hatte das Gel die für die Elektrophorese erforderliche Festigkeit. Nach 
Überschichtung mit Elektrophoresepuffer (siehe oben) wurden die Probenkammern mit 
jeweils 20 µl des folgenden Gemischs gefüllt: 4 µl Ladepuffer, bestehend aus Proben-
puffer und Bromphenolblau (peqlab, Erlangen) als Farbstoffmarker für den Lauf und 20 
µl der in der RT-PCR entstandenen patientenspezifischen cDNA-Lösung. Schließlich 
folgte das Anlegen der Spannung (130 Volt). 
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Zur weiteren Auswertung mittels Photographie der fluoreszierenden Banden diente der 
Image Master® VDS und das Programm „Image Master“ (beide von Pharmacia Bio-
tech). 
 
 
II. 4. ELISA – Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
 
II. 4. 1. Allgemeines 
 
Der ELISA wurde in dieser Arbeit mit der sogenannten „Sandwich“-Technik durchge-
führt. Es sollte so die in Lungenmikrosomen exprimierte 11β-HSD 1 nachgewiesen 
werden. Die Aufbereitung der Mikrosomenfraktion ist bereits in Kapitel II. 1. 4. be-
schrieben.  
Der entsprechenden immunologischen Reaktion dienten insgesamt drei Anti-
körperlösungen, eine 11β-HSD-Kontroll-Antigenlösung und die zu messenden Mikro-
somen-Fraktionen, die aus dem oben beschriebenen Zellaufschlußverfahren gewonnen 
wurden. 
Das untenstehende Schema (Abbildung II. 1.) verdeutlicht das Vorgehen bei der Durch-
führung eines Sandwich-ELISA. 
 
 
II. 4. 2. Reaktionsbedingungen und -abfolge auf der Mikrotiterplatte 
 
II. 4. 2. 1. Erster Antikörper 
 
Im ersten Schritt war der erste Antikörper an die Plattenstruktur zu binden, indem die 
Kavitäten („wells“) einer 96 Kavitäten-Mikrotiterplatte mit je 50 µl der Antikörperlö-
sung gegen 11β-HSD 1 befüllt wurden. Sie stammte, als Antiserum gereinigt mittels 
NHS-aktivierter Sepharose-Säule (NHS = N-Hydroxysuccinimid), aus einem weibli-
chen, weißen Kaninchen (BLUM et al., 2000) und kam verdünnt in PBS-Puffer im Ver-
hältnis 1 : 500 zur Anwendung. 
Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 4 °C. 
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Sandwich-ELISA 
 
 
5.) Dritter Antikörper: 
Immunglobulin gegen  
Biotin, assoziiert mit 
Peroxidase. 
3.) Antigen: 
rekombinante  
11β-HSD 1. 
1.) Erster Antikörper:
Immunglobulin gegen
11β-HSD 1. 
2.) Unspezifische  
Bindungsstellen  
werden geblockt. 
4.) Zweiter Antikörper: 
Immunglobulin gegen 
11β-HSD 1, markiert 
mit Biotin. 
6.) Farbreaktion 
der Peroxidase. 
Abb. II. 1.: Schematischer Ablauf eines Sandwich-ELISA 
 
 
II. 4. 2. 2. Blockung 
 
Anschließend wurden die überzähligen Bindungstellen in den Wells blockiert. Als Blo-
ckungspuffer dienten in jeder Position 200 µl PBS-Puffer versetzt mit 3% BSA (bovines 
Serumalbumin). 
Diese Reaktion fand für zwei Stunden bei Raumtemperatur statt. 
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II. 4. 2. 3. Antigen 
 
Der dritte Schritt beinhaltete das Auftragen der Antigenlösungen. Als Referenz zur 11β-
HSD 1-Konzentrationsbestimmung wurde rekombinante 11β-HSD 1 eingesetzt, ver-
dünnt in PBS-Puffer mit 1% BSA in sechs Verhältnissen 1 : 6,25 bis 1 : 200. In den 
Mikrosomen des humanen Lungengewebes war das eigentliche Antigen enthalten. Für 
jeden Patienten erfolgten die Reaktionen in drei Wells. 
Dabei wurde ein Teil der Wells (z.B. die Außenrand-Wells) nicht mit Antigen beschickt 
und diente somit als Negativkontrolle. 
Die Inkubation dauerte zwei Stunden bei Raumtemperatur. 
 
 
II. 4. 2. 4. Zweiter Antikörper 
 
Im vierten Schritt lagerte sich der oben genannte 11β-HSD 1 - Antikörper, mit Biotin 
markiert, an die Antigene an. Die Biotin-Markierung erfolgte nach dem Protokoll des 
Immunoprobe™ Biotinylation Kit (Sigma, USA). Es wurden pro Well 50 µl der Anti-
körperlösung verwendet, verdünnt im Verhältnis 1 :  500 in PBS-Puffer mit 1% BSA. 
Die Inkubationszeit betrug zwei Stunden bei Raumtemperatur oder dauerte eine Nacht 
bei 4 °C. 
 
 
II. 4. 2. 5. Dritter Antikörper 
 
Schließlich folgte die Zugabe des dritten Antikörpers, 50 µl pro Kavität, Kaninchen-
Immunglobuline gegen Biotin (DAKO A/S, Dänemark), assoziiert mit Meerrettich-
Peroxidase („horse raddish peroxidase, HRP“) und verdünnt im Verhältnis 1 : 500 in 
PBS-Puffer mit 1% BSA . 
Die Inkubation fand wiederum für zwei Stunden bei Raumtemperatur statt. 
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II. 4. 2. 6. Farbentwicklung und ihre Messung 
 
Um eine quantifizierbare Farbreaktion mit HRP zu erhalten, wurde ABTS (2,2´-Azo-
bis(3-Ethylbenzthiazolin-6-Schwefelsäure)) verwendet; 50 mg waren gelöst in 100 ml 
Citrat-Puffer mit der Zusammensetzung: 
 
• 0,1 M Zitronensäure 
• 0,1 M Dinatriumhydrogenphosphat 
• Einstellung auf pH 7,4 
 
Die angegebene Menge wurde mit 30 µl 30%-iger Wasserstoffperoxidlösung versetzt 
oder bei veränderter Menge mit dem entsprechenden Teil davon. 
Jede Kavität war mit 200 µl dieser Lösung zu füllen. 
Nach etwa 50 Minuten konnten die Absorptionen in den einzelnen Kavitäten mit dem 
„microplate reader“ (Mikrotiterplatten-Lesegerät), BIO-RAD, bei 405 nm gemessen 
werden.  
Zur endgültigen Konzentrationsbestimmung waren zuvor Proteinbestimmungen (Me-
thode nach Bradford, siehe oben) von Referenz- und Patientenlösung durchgeführt wor-
den.  
Der quantitativen Auswertung diente nach der Proteinbestimung der Antigenlösungen 
das Programm EXCEL von Microsoft. 
 
 
II. 4. 3. Waschvorgang 
 
Nach jedem Schritt erfolgte das Herunterwaschen der jeweiligen Lösung durch 
mehrmaliges Spülen mit PBS-Puffer („phosphate buffered saline“) . 
Der PBS-Puffer bestand aus: 
 
• 0,138 M NaCl  
• 10 mM Natriumdihydrogenphosphat  
• 2,7 mM KCl 
• 0,005% TWEEN als Detergenz  
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II. 5. Inhibitoruntersuchung 
 
Die Zellfraktionen des Lungengewebes, Mikrosomen und Cytosol (vgl. Kapitel II. 1. 4.) 
wurden zusätzlich zu den Aktivitätsmessungen (vgl. Kapitel II. 2.) auf ihre Sensitivität 
gegenüber spezifischen Enzyminhibitoren untersucht, um auch hierin interindividuelle 
Unterschiede nachzuweisen. Die Mengen der Patientenproben der vorangegangenen 
Untersuchungen reichten größtenteils nicht für dieses Experiment aus, so daß auf Pro-
ben zurückgegriffen wurde, die sonst nicht Bestandteil der Arbeit waren. 
Als Hemmstoff der 11β-HSD 1 wurde Glycyrrhetinsäure und als Hemmstoff der Carbo-
nylreduktase wurde Rutin eingesetzt. 
Der Versuchsansatz setzte sich entsprechend der Aktivitätsmessung wie folgt zusam-
men: 
 
• 10 µl Inhibitorlösung (1 mM Glycyrrhetinsäure bzw. 0,1 mM Rutin gelöst in 
10 mM Phosphatpuffer) 
• 10 µl NNK-Lösung (NNK-Pulver, gelöst in 10 mM Phosphatpuffer, Campro 
Scientific, Emmerich) 
• 10 µl NADPH-regenerierendes System 
• 20 µl Mikrosomen oder 30 µl Cytosol 
 
Bei Zugabe von 30 µl Cytosol kamen 5 µl NNK-Lösung und 5 µl regenerierendes Sys-
tem zum Einsatz, um die Ansatzmenge von 50 µl konstant zu halten. Für jede Patien-
tenprobe wurden Vergleichsmessungen ohne Inhibitorlösung mit der entsprechenden 
Menge Puffer durchgeführt. 
Die Inkubation verlief unter den in Kapitel II. 2. 2. dargestellten Bedingungen (37 °C, 
30 (Mikrosomen) oder 60 (Cytosol) Minuten, Reaktionsstop mit Acetonitril und Ab-
zentrifugation). Zur Messung der Restaktivitäten und zur Berechnung der Kinetik-Daten 
erfolgte die HPLC mit nachfolgender Auswertung durch das Programm „Graphpad, 
prism2“ und die Proteinbestimmung der Proben (vgl. Kapitel II. 2. 3. 3.und II. 2. 4.). 
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III. Ergebnisse 
 
Eine Zusammenstellung der Ergebnisse der Kinetik-Untersuchung, der RT-PCR und des 
ELISA befindet sich am Ende dieses Abschnitts (Tabelle III. 5.). 
 
 
III. 1. Enzymkinetik der Carbonylreduktion von NNK  
 
Die Bestimmung der Kinetiken für die mikrosomale und cytosolische NNK-Carbonyl-
reduktion in den Zellfraktionen von 17 Patienten erfolgte mit Substratkonzentrationen 
zwischen 0,05 und 5 mM NNK. Tabelle III. 1. stellt die so ermittelten kinetischen Pa-
rameter Vmax, Km und Clint dar.  
Die interindividuellen Unterschiede der Enzymaktivität werden anhand der Clint deut-
lich: Sie reicht in den Mikrosomenfraktionen von 0,11 bis 3,42, in den Cytosolfraktio-
nen von 0,01 bis 0,53. Im wesentlichen sind diese Differenzen auf variierende Vmax-
Werte, also Mengenunterschiede der Enzyme, zurückzuführen. Die mikrosomalen Wer-
te variieren mit einer Standardabweichung von 1,07 bei einem Mittelwert von 2,2, die 
cytosolischen Werte mit einer Standardabweichung von 0,16 bei einem Mittelwert von 
0,24.  
Insbesondere die cytosolischen Meßwerte weisen in mehreren Fällen jedoch auch deut-
lich schwankende Km-Werte auf: Die Standardabweichung der mikrosomalen Km-Werte 
beträgt 0,87 bei einem Mittelwert von 2,25, die der cytosolischen Km-Werte beträgt 
21,79 bei einem Mittelwert von 14,47. Die möglicherweise besondere Bedeutung dieses 
Umstandes ist in Kapitel IV. 3. näher erläutert. 
Gemessen an der mittleren Clint aller Patienten ist außerdem festzustellen, daß die Car-
bonylreduktion von NNK in der Mikrosomenfraktion (Clint = 2,2) insgesamt mit einer 
höheren Aktivität abläuft als in der cytosolischen Fraktion (Clint = 0,24). 
Abbildung III. 1. stellt beispielhaft anhand der Daten von sechs Patienten zum einen in-
terindividuelle Unterschiede, zum anderen intraindividuelle Unterschiede der Kinetiken 
für Mikrosomen und Cytosol graphisch dar. 
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Tab. III. 1.: Michaelis-Menten-Kinetik. Werte für Mikrosomen und Cytosol. 
 
 Mikrosomen  Cytosol   
Pat. Vmax Km Clint Pat. Vmax Km Clint 
1 8,04 3,76 2,15 1 8,26 16,52 0,5 
2 5,96 1,81 3,3 2 0,72 3,75 0,19 
3 3,64 1,92 1,9 3 0,6 2,12 0,28 
4 3,18 3,29 0,97 4 5,14 14,92 0,34 
5 8,67 2,11 4,1 5 0,96 3,58 0,27 
6 7,31 2,43 3,01 6 2,12 13,67 0,16 
7 5,44 2,84 1,92 7 1,62 13,48 0,12 
8 5,42 2,21 2,45 8 1,59 5,66 0,28 
9 2,85 2,3 1,24 9 3,78 8,51 0,44 
10 4,85 1,87 2,6 10 1,51 7,23 0,21 
11 7,47 2,77 2,7 11 1,62 4,53 0,36 
12 1,92 1,11 1,74 12 1,06 6,09 0,17 
13 8,56 2,5 3,42 13 1,37 9,55 0,14 
14 5,99 2,12 2,83 14 1,97 3,72 0,53 
15 1,33 1,93 0,69 15 0,39 21,46 0,02 
16 - - - 16 0,16 15,03 0,01 
17 0,36 3,22 0,11 17 0,95 96,2 0,01 
Bei den Werten handelt sich um Durchschnittswerte, die aus drei bis vier getrennten Messungen 
derselben Patientenprobe ermittelt wurden. Wie in der Einleitung dargestellt, wird für die Mikrosomen 
überwiegend von einem Umsatz durch 11β-HSD 1 ausgegangen, für das Cytosol überwiegend von einem 
Umsatz durch die Carbonylreduktase. „-“ = keine meßbare Aktivität. 
Vmax ist nach der Michaelis-Menten-Kinetik die maximale Geschwindigkeit, mit der ein Enzym sein 
Substrat (hier NNK) zum Produkt umsetzen kann (hier nmol NNAL pro mg Protein in einer Minute). Der 
Wert ist abhängig von der Menge des vorhandenen Enzyms. Je höher die Enzymmenge ist, desto höher 
liegt die erreichbare Reaktionsgeschwindigkeit. 
Km ist die Michaeliskonstante und gibt die Substratkonzentration wieder, bei der ein Enzym die Hälfte 
der maximalen Umsatzgeschwindigkeit bewirkt (hier mM NNK). Diese Konstante ist abhängig von der 
Spezifität bzw. der Affinität des Enzyms zum Substrat. Ist der Betrag niedrig, so liegt eine hohe 
Spezifität/Affinität vor. Wird ein Substrat von nur einem Enzym umgesetzt, ist bei interindividuellen 
Messungen auch ein annähernd konstanter Km -Wert zu erwarten. 
Clint („Intrinsic Clearance“ = Intrinsische Clearance) ist der Quotient aus Vmax und Km. Je höher die 
maximale Umsatzgeschwindigkeit eines Enzyms und/oder je niedriger die Michaeliskonstante, desto 
größer die „Intrinsic Clearance“. 
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Km: 5,66   Vmax: 1,59 
Clint: 0,28 
Km: 2,21   Vmax: 5,42
Clint: 2,45 
Km: 13,67   Vmax: 2,12 
Clint: 0,16 
Km: 2,43   Vmax: 7,31
Clint: 3,01 
6 
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9 
Km: 8,51   Vmax: 3,78 
Clint: 0,44 
Km: 2,3   Vmax: 2,85
Clint: 1,24 
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Mikrosomen Cytosol  
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 Km: 21,46   Vmax: 0,39 
Clint: 0,02 
Km: 1,93   Vmax: 1,33 
Clint: 0,69  
Abb. III. 1.: Für beispielhaft ausgewählte Patienten (6, 8, 9, 13, 14, 15) ist der NNK-Umsatz graphisch als 
Michaelis-Menten-Kinetik für Mikrosomen und Cytosol dargestellt. Die bereits genannten charakter-
istischen Werte sind nochmals einzeln unter jeder Grafik angegeben. Die x-Achse zeigt die eingesetzte 
NNK-Menge in mM, die y-Achse den Substratumsatz als NNAL-Bildung pro mg Protein in einer Minute. 
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III. 2. RT-PCR der mRNA für 11β-HSD 1 und Carbonylreduktase  
 
Lungengewebeproben von 17 Patienten wurden zur RNA-Extraktion genutzt, um mit-
tels RT-PCR Unterschiede in den individuellen genetischen Voraussetzungen für die 
Bildung von 11β-HSD 1 und Carbonylreduktase (CR) aufzuzeigen. Abbildung III. 2. 
zeigt die Ergebnisse der RT-PCR anhand der fotografierten Elektrophorese-Gele. Für 
die weitere Auswertung wurden die optischen Dichten der enzymspezifischen Banden 
zu denen eines internen Standards, dem β2-Mikroglobulin, in Relation gesetzt; Tabelle 
III. 2. zeigt für jeden Patienten den Quotienten der optischen Dichte des Internem Stan-
dards und der 11β-HSD 1 bzw. Carbonylreduktase. 
 
 
Pat. 11β-HSD 1 CR 
1 0,53 0,68 
2 0,25 0,8 
3 0,17 1,66 
4 0,65 0,57 
5 0,98 0,94 
6 0,38 0,96 
7 1,13 0,8 
8 0,4 0,45 
9 keine Bande 0,22 
10 0,2 0,3 
11 0,15 0,43 
12 0,46 0,51 
13 0,44 0,62 
14 0,01 1,29 
15 0,47 0,48 
16 0,15 0,35 
17 0,38 0,43 
 Dargestellt sind die jeweiligen optischen
Dichten als Ergebnisse der RT-PCR,
abgeglichen am internen Standard, als
Ausdruck der mRNA-Mengen von 11β-
HSD 1 und CR. Es handelt sich um
Durchschnittswerte aus drei getrennten
Experimenten, d.h. PCR-Ansätzen, für jedes
Enzym und jeden Patienten. Tab. III. 2.: RT-PCR, die optischen Dichten
der Elektrophoresebanden.  
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Patient 2 3 4 5 6 
Patient 8 9 10 11 12 13 14 
Patient 15 16
IS 
IS 
IS 
1
17
11β-HSD 1 
11β-HSD 1 
11β-HSD 1 
7 
 
Abb. III. 2. a): RT-PCR-Banden 11β-HSD 1. Aus drei getrennten PCR-Ansätzen wird hier beispielhaft je 
ein Elektrophoreseergebnis vorgestellt. Die Produkte der RT-PCR aus Lungengewebe der 17 Patienten 
stellen sich entsprechend der mRNA-Mengen für die 11β-HSD 1 als mehr oder weniger intensive Banden 
in der Gelelektrophorese mit Ethidiumbromid dar. Die Lage der Banden für die 11β-HSD 1 entspricht der 
erwarteten Fragmentgröße von 395 Basenpaaren. Zusätzlich ist der Interne Standard abgebildet (s. o.). 
Die Bande Nr. 14 ist aus technischen Gründen hier nicht sichtbar. Im Programm „Image Master“ konnte 
jedoch eine minimale Intensität der optischen Dichte festgestellt werde, wie auch die per Computer 
gespeicherte Abbildung auf dem Bildschirm zeigt.  
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Patient 1 2 3 4 5 6 7
Patient 8 9 10 11 12 1413
Patient 15 16 17
CR
IS
CR
IS
CR
IS
 
Abb. III. 2. b): RT-PCR-Banden CR. Auch hier handelt es sich um Beispielbilder aus drei RT-PCR-
Versuchsansätzen. Die individuell unterschiedlichen mRNA-Mengen für die Carbonylreduktase werden 
durch verschieden intensiv ethidiumbromid-gefärbte Banden repräsentiert, die in ihrer Lage der 
erwarteten Fragmentgröße von 409 Basenpaaren entsprechen. Zusätzlich ist der Interne Standard 
abgebildet (s. o.). 
Beim Vergleich mit den oben angegebenen optischen Dichten fallen in den Banden-Intensitäten relative 
Unterschiede auf, die sich aus den Durchschnittswerten dreier getrennter Experimente erklären. 
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III. 3. ELISA: Die Expression der 11β-HSD 1 in Lungenmikrosomen  
 
Zur Bestimmung der tatsächlichen Expression des Enzyms 11β-HSD 1 mittels Sand-
wich-ELISA wurden Mikrosomenfraktionen aus Lungen der Patienten 1, 2, 3, 6, 8, 9, 
10, 11, 12, 13 verwendet. Die Mengen der übrigen Gewebeproben aus den vorangegan-
genen Experimenten waren zu gering, so daß sie nicht untersucht werden konnten. Ne-
ben kommerziell hergestellten Antikörpern kamen in der Arbeitsgruppe selbst herge-
stellte affinitätsgereinigte Antikörper gegen die menschliche 11β-HSD 1 zum Einsatz 
(BLUM et al., 2000). Für jeden Patienten wurden Reaktionen in drei unterschiedlichen 
Kavitäten ausgewertet. Abbildung III. 3. und Tabelle III. 3. zeigen die Meßergebnisse. 
An ihnen lassen sich ca. 7- bis ca. 120-fache Unterschiede in der individuellen Immun-
reaktivität feststellen. 
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Abb. III. 3.: ELISA. Proben von 10 Patienten reichten für die Bestimmung der Expression der 
mikrosomalen 11β-HSD 1 in menschlichem Lungengewebe per ELISA. Die Werte sind als µg 11β-HSD 
1 Protein/ml angegeben, jeweils als Mittelwert von drei Experimenten mit Darstellung der 
Standardabweichung.  
 
 
Tab. III. 3.: ELISA. Wie Abb. III. 3., in absoluten Zahlen in µg. Pat. 1 2 3 6 8 9 10 11 12 13 
µg 19,73 5,1 12,1 3,17 7,35 0,16 2,6 1,05 5,1 2,5 
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III. 4. Inhibitoruntersuchungen der carbonylreduzierenden Enzyme  
 
Die individuelle Enzymaktivität, d.h. die Beteiligung eines Enzyms in einer biologi-
schen Fraktion, kann auch über das Ausmaß einer Hemmung des jeweiligen Enzyms 
mit spezifischen Inhibitoren ermittelt werden. Hier wurde die Hemmung der NNAL-
Bildung aus NNK gemessen. Dabei wurde Glycyrrhetinsäure vorwiegend als Hemm-
stoff der 11β-HSD 1 und Rutin vorwiegend als Hemmstoff der Carbonylreduktase ein-
gesetzt. Mikrosomen und Cytosol wurden mit den Inhibitoren versetzt. Für eine Unter-
suchung beider Fraktionen reichten die Reste des ursprünglichen Materials jedoch nur 
bei den Patienten mit den Nummern 10 und 12. Von zwei weiteren Patienten, mit den 
Nummern 8 und 9, konnten nur die Mikrosomen in die Aktivitätsbestimmung eingehen.  
Die übrigen in der Grafik dargestellten Daten stammen von zusätzlichen Patientenpro-
ben, die nicht Gegenstand der sonstigen Experimente dieser Arbeit waren und mit A, B, 
C, D, E, F bezeichnet wurden. 
Wie in Abbildung III. 4. gezeigt, minderten beide Inhibitoren die NNAL-Bildung in 
sehr unterschiedlichem Ausmaß. Eine Hemmung auf 0% der Aktivität wurde jedoch 
nicht erreicht, so daß neben der 11β-HSD 1 und der Carbonylreduktase weitere Enzyme 
als Katalysatoren der NNAL-Bildung vermutet werden können. 
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Abb. III. 4.: Erläuterung s. nächste Seite 
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Abb. III. 4.: Inhibitorempfindlichkeit von 11β-HSD 1 und CR. Der Substratumsatz wurde mit 1 mM 
NNK-Lösung und einem NADPH-regenerierendem System durchgeführt. 1 mM Glycyrrhetinsäure und 
0,1 mM Rutin wurden als Inhibitoren eingesetzt. 
Die prozentualen Angaben geben die Restaktivität der inhibierten Enzyme wieder. Die Aktivitäten  
wurden in 3-4 Bestimmungen zu den Ergebnissen aus Kontrollexperimenten ohne Inhibitoreinsatz unter 
sonst identischen Versuchsbedingungen in Relation gesetzt. 
Die Zahlen entsprechen den bisher verwendeten Patientennummern. Die Buchstaben stehen für 
Patientenproben, die in dieser Arbeit sonst nicht berücksichtigt wurden. 
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IV. Diskussion 
 
IV. 1. Zur Entstehung von Krebserkrankungen 
 
Chronische Erkrankungen, Krebserkrankungen eingeschlossen, haben in den modernen 
Industrienationen meist multifaktorielle Ursachen. Insbesondere umweltbedingte und 
genetische Risikofaktoren werden mit ihren Wirkungen und Wechselwirkungen für die 
individuelle Empfindlichkeit des menschlichen Organismus für kanzerogene Substan-
zen verantwortlich gemacht.  
Letzteren stehen im Menschen die individuell ausgeprägten Fähigkeiten zu Absorption, 
Verteilung, Metabolismus und Ausscheidung eines Karzinogens entgegen, die wieder-
um endogenen und exogenen Einflüssen unterliegen. 
Zudem werden beispielsweise „susceptibility genes“ (wörtlich: Empfänglichkeitsgene) 
diskutiert, deren Veränderung das Erkrankungsrisiko eines Menschen bei Karzinogen-
exposition modifiziert. Diese Gene ermöglichen in intaktem Zustand beispielsweise die 
Reparatur beschädigter DNA-Anteile oder sind u.a. für Zellwachstum, Differenzierung 
und Genexpression verantwortlich, wie das k-ras-Protoonkogen oder das p53-
Tumorsuppressorgen, wobei letzteres jedoch im Zusammenhang mit NNK eine unter-
geordnete Rolle zu spielen scheint (siehe unten, vgl. Kapitel I. 2. 3. 1.). 
 
 
IV. 2. NNK als Karzinogen 
 
Bei Untersuchungen zum tabakrauchassoziierten Karzinogen NNK stehen seit längerem 
polymorphe Gene im Vordergrund, die für Phase I- und Phase II-Enzyme kodieren; 
durch diese erfährt eine Substanz zunächst eine molekulare Veränderung (Phase I), die 
Vorbedingung für einen finalen Stoffwechselschritt (Phase II) ist, wie die Glucuronidie-
rung, die zur Ausscheidung führt.  Die Vorgänge spielen damit eine Rolle bei der Akti-
vierung oder Entgiftung von Karzinogenen im Tabak. Zu den anfänglich untersuchten 
Enzymen gehören mehrere Cytochrom P 450-Enzyme, für die eine Beteiligung an der 
NNK-Aktivierung in Form der α-Hydroxylierung in Leber- und Lungenmikrosomen 
von Tieren und Menschen nachgewiesen wurde (CRESPI et al., 1991; GUO et al., 1992; 
SMITH et al. (a); 1992). In menschlichen Lungenmikrosomen sind z.B. CYP 2A6 oder 
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CYP 2A6-verwandte Enzyme als NNK-Aktivatoren identifiziert worden (SMITH et al., 
1995). 
Inwiefern ein genetischer Polymorphismus in der Expression von xenobiotikametaboli-
sierenden Cytochrom P 450-Enzymen und deren Vielfalt in den unteren Atemwegen 
(MACE et al., 1998) die Empfindlichkeit des Menschen für das Lungenkarzinom mit-
bestimmen und damit einen bedeutenden Risikofaktor darstellen, ist nicht vollständig 
geklärt (LONDON et al., 1997).  
Wie in Kapitel I. 2. 3. 3. beschrieben, wurden inzwischen weitere Stoffwechselwege für 
NNK aufgeklärt, darunter solche, die zur Entgiftung beitragen. So wurden in einigen 
Fällen bis zu 99 % der initialen NNK-Dosis mittels Cabonylreduktion metabolisiert, wie 
sich in menschlichen Lungenmikrosomen am Reduktionsprodukt NNAL zeigte (SMITH 
et al. (a), 1992).  
Die mikrosomale 11β-HSD 1 und die cytosolische Carbonylreduktase haben sich bisher 
als bedeutsamste NNK-Carbonylgruppen reduzierende Enzyme erwiesen (vgl. Kapitel I. 
3.) und sind Gegenstand der vorliegenden Arbeit.  
Für Raucher oder Passivraucher mit einer relativ geringen Menge an carbonylreduzie-
renden Enzymen oder weniger „funktionstüchtigen“ Enzymen, die die Entgiftungs-
schritte von NNK initiieren, ist ein erhöhtes Risiko anzunehmen, einen Lungentumor 
auszubilden. 
 
Die individuelle, spezifische Reaktion und Empfindlichkeit eines menschlichen Orga-
nismus auf das Karzinogen NNK wird also von unterschiedlichen Mechanismen be-
dingt. Diese entscheiden im Vorfeld über die Ausprägung einer DNA-Schädigung durch 
NNK und folglich über die Wahrscheinlichkeit der Tumorentstehung mit. Die Aktivie-
rung carbonylreduzierender Enzyme, ihre Synthese oder allgemein Entgiftungsvorgänge 
werden wiederum von endogenen und exogenen Mechanismen beeinflußt. Im folgenden 
sollen anhand der Ergebnisse mehrere Möglichkeiten der Regulation der Empfindlich-
keit in Bezug auf den entgiftenden NNK-Metabolismus diskutiert werden. 
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IV. 3. Bedeutung der Ergebnisse 
 
Die Ergebnisse der vorliegenden Experimente weisen für die untersuchten Patienten-
proben interindividuelle Unterschiede innerhalb der einzelnen Meßparameter auf: Die 
mRNA-Mengen, gemessen per RT-PCR, die Aktivität, gemessen anhand der Enzymki-
netik, die Restaktivitäten, gemessen bei Enzyminhibition und die Expression der jewei-
ligen Enzymproteine, bestimmt per ELISA, variieren jeweils deutlich von Patient zu Pa-
tient (s. Kapitel III. und Übersichtstabelle III. 4., S. 56). 
Bezogen auf ein Individuum im Vergleich zu den übrigen korrelieren darüber hinaus die 
Werte der gemessenen Größen nicht immer, d.h. sie sind weder in gleichem Maße zu-
sammen erhöht noch erniedrigt. So fällt beispielsweise beim Vergleich der mRNA-
Mengen mit den Enzymaktivitäten die fehlende Korrelation auf. 
 
Aus diesen Befunden ergibt sich, daß sich die individuellen Fähigkeiten, NNK zu 
verstoffwechseln, sehr wohl unterscheiden. Die Interpretation der Ergebnisse, bzw. der 
Rückschluß auf mögliche Ursachen gestaltet sich umso schwieriger, als bezüglich der 
Einflüsse auf die in den dargestellten Experimenten untersuchten Aspekte der NNK-
Entgiftung mehrere Erklärungsmodelle - auch kombiniert - in Frage kommen: 
 
1) Enzymmenge: Die Menge der am NNK-Stoffwechsel beteiligten Enzyme und/oder 
deren kodierende Erbinformation kann variieren. 
2) Proteinbiosynthese und aktives Enzym: Sowohl auf Transkriptions- und Transla-
tionsebene für 11β-HSD 1 und Carbonylreduktase, als auch im funktionellen Zu-
stand sind komplexe Regulationsmuster möglich. Hierfür wären körpereigene, phy-
siologische Variationen auf molekularer Ebene denkbar, sowie Fremdeinflüsse. 
3) Enzymvielfalt: An der Carbonylreduktion können mehrere Enzyme, darunter bisher 
nicht identifizierte, wirksam beteiligt sein und in individueller Zusammensetzung 
funktionieren. 
4) Polymorphismus: Ein genetischer Polymorphismus ist denkbar, bei dem verschie-
dene Allele eines Gens für Genprodukte mit unterschiedlichen Phänotypen kodieren. 
Diese könnten sich bei gleichem oder ähnlichem Substrat in der Umsatzqualität und 
-quantität interindividuell unterscheiden. 
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Die zweite, dritte und vierte Erklärung lassen die Möglichkeit zu, daß die zur RT-PCR 
eingesetzten Primer zwar spezifisch die Transkripte des 11β-HSD 1-Gens und des Car-
bonylreduktase-Gens erkennen, daß aber andererseits die mRNA von Genen oder Alle-
len weiterer Enzyme, die ebenfalls NNK reduzieren, nicht detektiert werden. So wären 
insbesondere die nicht mit den übrigen Ergebnissen korrelierenden mRNA-Werte er-
klärbar. 
 
Weitere Ergebnisse unterstützen die genannten Überlegungen zur Erklärung der in der 
vorliegenden Arbeit entdeckten Unterschiede: 
Die Untersuchung der Enzymkinetiken von 17 Patienten zeigt deutlich voneinander ab-
weichende Vmax-Werte im Sinne unterschiedlich starker Mengen der Enzyme (vgl. 1)). 
Dabei wäre ein einheitlicher und damit enzymspezifischer Km-Wert zu erwarten, sofern 
ein einziges Enzym an der Reaktion beteiligt ist. Doch auch diese Ergebnisse variieren. 
Die Ursache könnten zum einen stoffwechselaktive NNAL-bildende Enzyme sein (vgl. 
3)), die neben der mikrosomalen 11β-HSD 1 und der cytosolischen Carbonylreduktase 
bestehen und die in unterschiedlicher Zusammensetzung  mit differierenden Km-Werten 
vorliegen (siehe unten), zum anderen ein genetischer Polymorphismus (vgl. 4)). 
Zudem reichte das Material einiger weniger Patientenproben aus, um Untersuchungen 
mit spezifischen Enzyminhibitoren durchzuführen. Die unterschiedlich stark ge-
hemmten Enzymaktivitäten lassen ebenfalls mehrere Erklärungen zu, insbesondere die 
Möglichkeit, daß mehrere Enzyme oder Isoformen an der Carbonylreduktion beteiligt 
sind (vgl. 3) und 4)), zumal die Restaktivitäten in keinem Fall auf 0% reduziert wurden. 
Die vier verschiedenen Parameter können nicht nur die allgemeinen interindividuellen 
Unterschiede, sondern auch die nicht korrelierenden Werte erklären. 
 
 
IV. 4. Die individuelle Empfindlichkeit für NNK und das Lungenkrebsrisiko 
 
Zu mehreren der genannten Aspekte, die eine persönliche Empfindlichkeit mitbedingen, 
gibt es bereits Untersuchungen auf mögliche Einflußfaktoren. Wesentliches Interesse 
galt dabei den Carbonylgruppen reduzierenden Enzymen, aber auch der Glucuronidie-
rung im Sinne einer Phase-II-Entgiftung sowie genetischen Faktoren. 
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IV. 4. 1. Die Enzyme 
 
Zu 2) Proteinbiosynthese und aktives Enzym: In vitro und teilweise in vivo wurde 
gezeigt, daß die 11β-HSD von Hormonen wie Insulin oder Schilddrüsenhormonen ge-
hemmt, von Cortisol oder Dexamethason stimuliert wird. Exogene Substanzen wie      
Ethanol und Furosemid (Diuretikum) erwiesen sich als Hemmstoffe (ESCHER et al., 
1995; VALENTINO et al., 1995), ebenso Naringenin, ein Flavonoid, das in hohen Kon-
zentrationen in Grapefruitsaft zu finden ist – es hemmt NADP/H- und NAD-abhängige 
11β-HSD, also Typ 1 und 2 (s. Einleitung) (LEE, et al.; 1996); für die in Lakritz enthal-
tene Glycyrrhetinsäure wurde neben der Hemmung der Enzymaktivität auch auf 
prätranslationaler Ebene eine inhibitorische Wirkung auf die Expression der 11β-HSD 1 
und 2 nachgewiesen (STEWART et al., 1987; WHORWOOD et al., 1993; MASER (c), 1997; 
MASER & OPPERMANN, 1997; DIEDERICH et al., 1999). Eine regulierende Wirkung die-
ser Stoffe auch in der menschlichen Lunge liegt nahe und könnte gerade in Hinblick auf 
verbreitete Medikamente oder Inhaltsstoffe von Lebensmitteln und Genußstoffen eine 
Rolle spielen. 
Es muß berücksichtigt werden, daß sich die oben genannten Daten zu einem Großteil 
auf keine näher bezeichnete Isoform der 11β-HSD beziehen. Eine Beeinflussung der 
11β-HSD 1 durch die oben genannten Substanzen ist damit allerdings in den meisten 
Fällen wahrscheinlich und zum Teil auch schon nachgewiesen.  
Im folgenden sind weitere Möglichkeiten der Einflußnahme auf die Enzymfunktion 
durch verbreitete Grunderkrankungen oder andere, durch die Lebensweise mitverur-
sachte Faktoren dargestellt: 
Erhöhte Cholesterol-Werte, beispielsweise bei Fettstoffwechselstörungen oder Ernäh-
rungsfehlern, und erhöhte Gallensäure-Mengen, unter Umständen assoziiert mit Leber-
erkrankungen, bewirken in vitro eine Hemmung der 11β-HSD 1 und 2 (PERSCHEL et al., 
1991; BÜHLER et al., 1994). Sogar Streß könnte mit einer erhöhten Glukokortikoidaus-
schüttung und der damit veränderten Auslastung der Enzyme die NNAL-Bildung min-
dern (MASER (c), 1997). 
Auch der Tabakkonsum selbst beeinflußt die Enzymfunktion. Nikotin bewirkt im Tier-
versuch an der Ratte eine Hemmung der NNK-aktivierenden α-Hydroxylierung und    
eine Steigerung der entgiftenden N-Oxidation von NNK und Glucuronidierung von 
NNAL (RICHTER & TRICKER, 1994). Im Vergleich von Leber und Lunge der Ratte ist 
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der NNK-Stoffwechsel in der Lunge allerdings weitgehend unbeeinflußt von Nikotin 
(SCHULZE et al., 1998). Am Menschen konnte ebenfalls ein protektiver Effekt durch Ni-
kotin nachgewiesen werden: Bei chronischem Tabakkonsum findet sich eine vermehrte 
Expression der 11β-HSD 1 in Zellen der Rachenschleimhaut (GRONAU et al., 2002). 
Wie sich an Plattenepithelkarzinomen des Oropharynx zeigte, scheint im Tumorgewebe 
selbst jedoch die Expression der 11β-HSD 1 vermindert zu sein, möglicherweise be-
dingt durch die maligne Funktionsänderung der Zellen; so wäre eine weitere Neigung 
der betroffenen Zellen zu Mutationen denkbar (GRONAU et al., 2002). 
Zu 3) Enzymvielfalt: Im Verlauf der dargestellten Untersuchungen wurde in der Ar-
beitsgruppe um Prof. Maser die Beteiligung von Mitgliedern der Aldo-Keto-Reduktase 
Superfamilie, AKR1C1, 1C2 und 1C4 an der NNK-Carbonylreduktion in der Leber mit 
unterschiedlichen Stoffwechselraten gefunden (ATALLA et al., 2000). Die bisher beach-
teten Enzyme 11β-HSD 1 und Carbonylreduktase gehören dagegen der Superfamilie der 
kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen an. 
Eine individuelle Kombination der Enzyme wäre mit unterschiedlichen Entgiftungs-
möglichkeiten und Empfindlichkeiten für kanzerogene Substanzen verbunden, mögli-
cherweise eben auch in menschlicher Lunge. 
Letztlich bleibt nicht auszuschließen, daß auch Erkrankungen wie Asthma, COPD, pul-
monaler Hochdruck aber auch nicht-atemwegsbedingte Erkrankungen wie Bluthoch-
druck, die zum Teil auf das Rauchen zurückzuführen sind, einen Einfluß auf das NNK-
metabolisierende Enzymsystem haben. 
 
 
IV. 4. 2. Die Glucuronidierung 
 
Neben der direkten NNK-Verstoffwechselung stellt die NNAL-Glucuronidierung, die 
die Ausscheidung von NNAL in Urin und Galle ermöglicht (SCHULZE et al., 1992; 
HECHT et al. (a + b), 1993), einen bedeutenden Teil eines NNK-Entgiftungssystems dar. 
Dabei katalysiert eine Glucuronyl-Transferase die Konjugation von NNAL mit Glucu-
ronsäure. Eine Reihe von Faktoren nimmt Einfluß auf dieses System und trägt damit zur 
Ausbildung des individuellen Risikos bei. Höheres Lebensalter, Nikotinabusus, Ernäh-
rung, bestimmte Erkrankungen, Medikamente, ethnische wie genetische Faktoren und 
hormonelle Einflüsse spielen dabei eine Rolle (MINERS & MACKENZIE, 1991). 
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IV. 4. 3. Die genetische Prädisposition 
 
Im Gegensatz zu den genannten Systemen der NNK-Entgiftung bezieht sich die Funkti-
on von Tumorsuppressorgenen (wie p53) und Protoonkogenen (wie k-ras) mehr auf das 
maligne Zellwachstum, also einen späteren Schritt in der Tumorgenese. Zumindest im 
Tierversuch konnte gezeigt werden, daß NNK eine DNA-Methylierung des k-ras-
Protoonkogens (Bildung von O-6-Methylguanin, O6MG) und damit dessen Aktivierung 
bewirkt; eine NNK-bedingte p53-Mutation und -Deaktivierung scheint für die Tumor-
genese kaum von Bedeutung zu sein (vgl. Kapitel I. 2. 3. 2.). Untersuchungen an huma-
nem Lungengewebe von Rauchern und Nichtrauchern stellten schließlich die Bedeutung 
dieser beiden Gene in Bezug auf NNK in Frage, da die beiden Gruppen keine auffälli-
gen Unterschiede in den Häufigkeiten der Mutationen aufwiesen (GAO et al., 1997).    
K-ras und p53, die jedoch nachweislich bei Bronchialkarzinomen des Menschen verän-
dert sind, dürften durch andere umwelt- und tabakassoziierte Noxen als NNK beeinflußt 
werden (vgl. Kapitel I. 2. 3. 1.). 
Generell ist aber davon auszugehen, daß NNK mit seinen DNA-Veränderungen,  Me-
thylierung oder Phenyloxybutylierung, an der Tumorgenese beteiligt ist.  
Nicht zuletzt ist eine familiäre Häufung von Bronchialkarzinomen oder auch eine Asso-
ziation mit anderen Krebserkrankungen im Sinne eines allgemeinen familiär erhöhten 
Krebsrisikos wahrscheinlich (LYNCH et al., 1986; WU et al., 1996; ZHU et al., 2002; LI 
& HEMMINKI, 2003). 
 
 
IV. 5. Ausblick 
 
Im Anschluß an dieses Projekt wäre für ähnliche und erweiterte Experimente eine höhe-
re Fallzahl anzustreben, ebenso wie die weitere Aufschlüsselung und Berücksichtigung 
der endogenen und exogenen Faktoren, die Einfluß auf die enzymatischen Funktionen 
haben. Von Bedeutung wären zudem die weitere Untersuchung von Enzymen, die ne-
ben der 11β-HSD 1 und Carbonylreduktase die Carbonylreduktion von NNK katalysie-
ren sowie die Identifikation funktioneller genetischer Polymorphismen und der gene-
tischen Basis für die phänotypische Expression von Enzymen, die an der Entgiftung von 
Umweltkarzinogenen oder am Zellschutz gegen toxische Stoffe beteiligt sind.  
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In dieser Arbeit ist allein das Umgebungsgewebe eines Tumors oder das Gewebe von 
Patienten ohne Tumor zum Einsatz gekommen. Zum einen liegt nun nahe, auch das 
Tumorgewebe selbst zu untersuchen, u.a. mit der Frage, ob im erkrankten Gewebe die 
Enzymaktivität verändert ist, entweder im Sinne der Tumorentstehung deutlich vermin-
dert oder infolge einer Form der Abwehrreaktion erhöht. Eine verminderte Aktivität der 
11β-HSD 1 wurde bereits für Oropharynxkarzinome nachgewiesen (GRONAU et al., 
2002; s. auch Kapitel IV. 4. 1). Fraglich ist außerdem, inwiefern ein Tumor in der Lage 
ist, das ihn umgebende Gewebe z.B. in seiner Enzymaktivität und -quantität zu beein-
flussen. Eine Annäherung an dieses Problem wäre in vergleichenden Experimenten an 
Lungengewebe nachweislich lungengesunder Patienten denkbar. Dem steht jedoch die 
Materialgewinnung entgegen: Die Mengen frischen Gewebes, die zur Enzymaktivitäts-
bestimmung erforderlich sind, wären aus gesundheitlichen wie aus ethischen Gründen 
keinesfalls von einem Menschen ohne entsprechende Erkrankung zu erhalten; operati-
onsbedürftige Lungenerkrankungen benigner Art sind selten (wie z.B. ein ausgeprägtes 
Emphysem bei schweren chronischen Lungenerkrankungen oder angeborenem α1-Anti-
trypsinmangel). Die Verwendung kleinerer aus Biopsien gewonnener Proben oder älte-
rer mit erloschener Aktivität wäre beispielsweise lediglich für einen ELISA oder eine 
PCR denkbar. 
Ergänzend wären die genannten zusätzlichen Untersuchungen also ein weiterer Schritt 
zur Aufklärung von Funktion, Vielgestaltigkeit und Umfang NNK-entgiftender Enzym-
Systeme, die für interindividuelle Unterschiede in den Empfindlichkeiten für NNK-
induzierte Lungenkarzinome mitverantwortlich sind und das individuelle Lungenkrebs-
risiko mitbedingen.  
 
 
IV. 6. Fazit 
 
Diese Arbeit beleuchtet einen Aspekt der umfassenden, zu großen Teilen noch unbe-
kannten Genese des tabakinduzierten Bronchialkarzinoms. Das dabei bedeutende NNK-
entgiftende System in Form der carbonylreduzierenden Enzyme 11β-HSD 1 und Carbo-
nylreduktase wurde bezüglich interindividueller Unterschiede untersucht. Die dabei 
festgestellten Variationen in der Expression und Aktivität zeigen unter Einbeziehung 
Diskussion 65
verwandter Forschungsergebnisse, wie sehr die Empfindlichkeit für NNK und damit die 
Tumorgenese von individuellen Faktoren, endogenen wie exogenen, abhängt. 
Die Arbeit läßt sich somit nicht nur als Schritt in der Aufklärung der Tumorgenese ver-
stehen, sondern auch als Annäherung an eine Einschätzung des persönlichen Risikos, an 
einem tabakrauchinduzierten Bronchialkarzinom zu erkranken. 
Eine weitgehende Aufdeckung von Regulationsmustern, Enzymkombinationen und 
nicht zuletzt von Mutationsprofilen innerhalb der Gene, die für entsprechende Enzyme 
oder Regulationsfaktoren kodieren, ließe eine Risikoabschätzung verbessern. 
Trotzdem steht damit selbstverständlich die umfassende Schädlichkeit des Tabakkon-
sums außer Frage, denn auch wenn NNK zu den potentesten Karzinogenen gehört, darf 
die Anzahl weiterer im Tabak und Tabakrauch enthaltener krebserregender Substanzen 
und sonstiger gesundheitsschädlicher Stoffe nicht übersehen werden. 
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V. Zusammenfassung 
 
Das Bronchialkarzinom gehört in den Industrienationen zu den häufigsten Krebserkran-
kungen des Menschen. Auch als Todesursache wird es im Vergleich zu den übrigen ma-
lignen Erkrankungen in seiner Häufigkeit nur von wenigen anderen übertroffen.  
Wegen uncharakteristischer klinischer Symptome ist es oft eine spät gestellte Diagnose 
und damit schwer therapierbar. Mithilfe einer umfassenden Kenntnis der Ätiologie lie-
ßen sich beispielsweise die Früherkennung, die Einschätzung des persönlichen Erkran-
kungsrisikos und damit nicht zuletzt auch die Therapie verbessern. Der Tabakkonsum 
ist als Hauptursache für die Entstehung des Lungenkrebses anerkannt. Die Ansätze zur 
Klärung der komplexen Prozesse der Ätiologie sind vielfältig, da die Schadstoffe des 
Tabakrauchs und sonstiger Tabakprodukte im menschlichen Organismus auf mehreren 
Ebenen Interaktionen bewirken: an der Oberfläche der Atemwege, im zellulären Stoff-
wechsel und auf genetischer Ebene in Form von Veränderungen des Erbgutes oder die-
ses beeinflussender Faktoren, wie Onkogene oder Tumorsupressorgene. 
Das neben anderen Karzinogenen im Tabak und Tabakrauch enthaltene Nitrosamin      
4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon (NNK) hat sich als besonders potent 
erwiesen. Wird es durch Cytochrom P 450-Enzyme aktiviert, kommt es nach der Ent-
stehung elektrophiler Metabolite zu einer Alkylierung der DNA. Damit ist das kanzero-
gene Potential geschaffen. Es existiert jedoch auch ein inaktivierender Metabolismus, 
der zunehmend Beachtung findet, seit der 11β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 1 
(11β-HSD 1) und der cytosolischen Carbonylreduktase eine NNK reduzierende Wir-
kung nachgewiesen werden konnte. Diese Enzyme katalysieren die Bildung von          
4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol (NNAL), das glukuronidiert und damit 
leichter ausgeschieden werden kann. Sie gehören zu den wichtigsten Enzymen des ent-
giftenden NNK-Stoffwechsels und sind Gegenstand der vorliegenden Arbeit. 
Ziel der Arbeit sollte sein, interindividuelle Unterschiede in der Aktivität und Expressi-
on der 11β-HSD 1 und der Carbonylreduktase im Lungengewebe verschiedener Men-
schen aufzuzeigen, um Hinweise auf individuelle Prädispositionen für das Bronchial-
karzinom zu erhalten. 
Als Untersuchungsmaterial diente das Lungengewebe von 17 Patienten, die an der Lun-
ge operiert wurden, meist wegen maligner Erkrankungen. 
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Die Bestimmung der beiden NNK reduzierenden Enzyme erfolgte mittels vier verschie-
dener Methoden, bei denen die Enzymaktivität, die Reduktasen-spezifischen mRNA-
Mengen, die absoluten 11β-HSD 1-Proteinmengen in den Mikrosomen und die Sensiti-
vität der Enzyme auf spezifische Inhibitoren festgestellt wurden. 
Zur Aktivitätsbestimmung beider Enzyme wurden die Zellfraktionen Mikrosomen (ent-
halten 11β-HSD 1) und Cytosol (enthält Carbonylreduktase) aller 17 Patienten mit NNK 
inkubiert. Über das chromatographisch gemessene Reduktionsprodukt NNAL ließen 
sich die individuellen Aktivitäten ermitteln. 
Aus dem Gewebe jedes Patienten wurde RNA isoliert und mit der RT-PCR die Menge 
der 11β-HSD 1- und Carbonylreduktase-spezifischen mRNA individuell bestimmt. 
Nach den durchgeführten Versuchen blieb von 10 Patienten genügend Material, um per 
ELISA den 11β-HSD 1-Gehalt in den Mikrosomenfraktionen zu messen. 
Schließlich dienten Gewebeproben einiger der oben genannten Patienten, sowie Patien-
tenproben, die sonst nicht Bestandteil der Arbeit waren, einer Aktivitätsmessung unter 
dem Einfluß spezifischer Enzyminhibitoren. Die Auswertung ergab die jeweilige Rest-
aktivität der 11β-HSD 1 in den Mikrosomen und der Carbonylreduktase im Cytosol. 
Die Enzyme wurden demzufolge zweifach in ihrer funktionellen, aktiven Form unter-
sucht, einmal auf der genetischen Ebene der mRNA und als Protein per Antikörper-
Identifikation – also undifferenziert in aktiver und inaktiver Form. 
Die Ergebnisse der verschiedenen Enzymnachweise zeigen, daß in allen vier Meßpara-
metern individuelle Unterschiede von Patient zu Patient vorliegen. Darüber hinaus fin-
den sich bei den Patienten im Vergleich der jeweiligen Parameter kaum nennenswerte 
Korrelationen untereinander. 
Damit wird deutlich, daß das Risiko, an einem tabakrauchinduzierten Bronchialkarzi-
nom zu erkranken, interindividuell variiert und eine persönliche Empfindlichkeit für 
kanzerogene Substanzen wie NNK besteht. Nach den Ergebnissen ist auf mehreren     
Ebenen der Karzinogenese von individuell ausgeprägten endogenen wie exogenen Ein-
flüssen auf die Interaktion zwischen Organismus und schädlicher Noxe auszugehen, die 
teilweise nachgewiesen sind. Nicht zuletzt sind Enzympolymorphismen denkbar, sowie 
das Vorkommen weiterer, hier nicht untersuchter NNK reduzierender Enzyme. 
Diese Arbeit soll zur Aufdeckung der vielfältigen Faktoren beitragen, die das persön-
liche Erkrankungsrisiko für das Bronchialkarzinom und dessen Genese mitbedingen. 
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